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บทคดัย่อ 
 
 การสกดัสารตา้นอนุมูลอิสระจากเปลือกเมล็ดมะขาม (Tamarindus indica Linn.) โดยตวัทาํ
ละลายต่างชนิดคือ เอธานอล (EtOH) เมธานอล (MeOH)  นํ ากลั น (W)  นํ ากบัอะซิโตน (1:1 v/v) 
(W+Ac)  เมธานอลกบัอะซิโตน (1:1 v/v)  (MeOH+Ac) ดว้ยวธีิ soxlet และเมธานอลกบัอะซิโตน 
(1:1 v/v) ดว้ยวธีิการแช่ก่อนสกดัต่อดว้ย soxlet (MeOH+Ac) (แช่) พบวา่ EtOH เป็นตวัทาํละลายที 
สกดัสารไดสู้งสุดคือ ร้อยละ 63.06 (กรัมต่อ น.น.กรัมแห้ง)  และสารที สกดัดว้ย MeOH+Ac (แช่) มี
ปริมาณฟีนอลรวมและ procyanidin สูงกวา่สารที สกดัดว้ย MeOH+Ac และ W+Ac ตามลาํดบั ผล
การทาํใหบ้ริสุทธิ  ของสารที สกดัดว้ย MeOH+Ac (แช่) โดยคอลมัน์ sephadex LH    และแยก
เป็นแฟรกชนั พบวา่แฟรกชนั F  และ F  มีฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ DPPH สูงกวา่แฟรกชนัอื น 
และดีกวา่สารสกดัที ยงัไม่ผา่นการทาํบริสุทธิ   การพิสูจน์เอกลกัษณ์ของสารสกดัดว้ยวิธี TLC, UV-
VIS spectrometry, FT-IR spectrometry และ การทดสอบคุณสมบติัเบื องตน้ของสารกลุ่มฟีนอลลิก
ใหผ้ลสอดคลอ้งกนั คือสารสกดัประกอบดว้ยสารกลุ่ม oligomeric proanthocyanidins,  catechin 
และ epicatechin  การวิเคราะห์ดว้ย HPLC พบวา่สารที สกดัดว้ย MeOH+Ac (แช่) และ MeOH มี
ปริมาณสารกลุ่มฟีนอลลิกสูงสุด และสารส่วนใหญ่เป็น catechin, epicatechin, myricetin และ 
procyanidin B1 การศึกษาฤทธิ  และกลไกการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัดว้ยวิธีที แตกต่างกนั 
พบวา่ในวิธี DPPH สารที สกดัดว้ย MeOH+Ac (แช่) MeOH  W+Ac และ MeOH+Ac มีค่า IC50 
ใกลเ้คียงกนั และมีฤทธิ  สูงกวา่สารมาตรฐาน rutin  แต่ต ํ ากวา่สารมาตรฐาน gallic acid และ 
quercetin การทดสอบสารที สกดัดว้ย MeOH+Ac (แช่)  W+Ac  MeOH+Ac ดว้ยวิธี ABTS●+และ 
chelating property พบวา่ สารสกดัทั งสามมีฤทธิ  ทดัเทียมกนัและมีค่าเทียบเท่าสารมาตรฐานของแต่
ละวิธีการทดสอบ  การตรวจสอบดว้ยวธีิ FRAP พบวา่สารสกดัดว้ย MeOH+Ac (แช่) มีฤทธิ  สูงกวา่
สารที สกดัดว้ย W+Ac และ MeOH+Ac ตามลาํดบั และมีค่าสูงกวา่สารมาตรฐาน trolox 
นอกจากนั น สารที สกดัดว้ย MeOH+Ac (แช่) ยงัมีฤทธิ  ตา้น hemolysis สูงกวา่สารมาตรฐาน trolox 
เช่นกนั โดยภาพรวม สารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามมีฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระดว้ยกลไกหลาย
รูปแบบ และมีประสิทธิภาพใกลเ้คียงกบัสารมาตรฐานต่าง ๆ  ดงันั น จึงควรค่าต่อการตรวจสอบ
ฤทธิ  ทางชีวภาพที เกี ยวขอ้งกบัคุณสมบติัตา้นอนุมูลอิสระในระดบัเซลล์และสัตวท์ดลองต่อไป  
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Abstract 
The antioxidant compounds from tamarind (Tamarindus indica Linn.) seed pericarps 
were extracted by different solvents, namely ethanol (EtOH), methanol (MeOH), distilled water 
(W), water and acetone (1:1 v/v) (W+Ac), methanol and acetone (1:1 v/v)  (MeOH+Ac) using 
soxlet apparatus, and methanol and acetone (1:1 v/v) using maceration before soxlet extraction 
(MeOH+Ac)(mac). The EtOH extract had the highest recovery yield of 63.06% (g/g dry wt.), while 
the MeOH+Ac (mac) extract provided the greatest contents of total phenolic and procyanidin. 
Further purification and fractionation  of  MeOH+Ac (mac) extract by sephadex LH    revealed 
that the fractions F2 and F3 had higher antioxidant activity than any other fractions including the 
unpurified extract, as assessed by the DPPH assay.  The identification of polyphenolic 
components of the extract, using TLC, UV-VIS spectrometry, FT-IR spectrometry, and the basic 
tests of  phenolic compounds, indicated the similarity of major constituents of oligomeric 
proanthocyanidins,  catechin and epicatechin. The HPLC analysis confirmed that MeOH+Ac (mac) 
and MeOH extracts possess the highest total phenolic content, and the dominant polyphenolic 
profiles were catechin, epicatechin, myricetin, and  procyanidin B1. The study of antioxidant 
capacity of  the extracts, assessed by various methods with different underlying mechanisms, 
revealed that the extracts of MeOH+Ac (mac) , MeOH, W+Ac, and  MeOH+Ac  has similar IC50 
values in the DPPH assay.  Their antioxidant activities  were  higher than the antioxidant standard 
rutin but lower than gallic acid and quercetin.  The studies of ABTS●+and chelating property also 
showed similar antioxidant activities of MeOH+Ac (mac.), W+Ac, and MeOH+Ac extracts, and 
their activities were comparable to their corresponding antioxidant standards in each assay.  In 
the FRAP assay, MeOH+Ac (mac) displayed the highest reducing capability than W+Ac and 
MeOH+Ac extracts, respectively, and the activity was higher than the standard trolox. Similarly, 
MeOH+Ac (mac) also exhibited higher inhibitory effect on hemolysis of human red blood cells 
than the standard trolox.  Overall, the polyphenolic compounds extracted from tamarind seed 
pericarps possess high antioxidant potential as comparable to many gold standards, and the 
antioxidant activities can occur through different defense mechanisms. The antioxidant-related 
biologic activity of the extract in vitro and in vivo should be worthwhile for further investigation.  
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บทที    
บทนํา 
 
1. ความสําคัญและที มาของปัญหาการวจิัย 
 อนุมูลอิสระ (free radicals) เป็นอะตอม โมเลกุล หรืออิออนที มีอิเล็กตรอนที ไม่มีคู่ 
(unpaired electron) อยู่วงโคจรรอบนอก ทําให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันเป็นลูกโซ่อย่างต่อเนื อง 
สามารถดึงอิเล็กตรอนจากสารชีวโมเลกุลหลายชนิด เช่น ไขมนั โปรตีน และ ดีเอ็นเอ ทาํให้เกิดความ
เสียหายแก่เซลล์ และก่อให้เกิดโรคและความเสื อมหลายอยา่ง (Halliwell and Gutteridge   9 ; Cross 
et al.,     ) การตรวจวดัอนุมูลอิสระโดยตรงกระทาํไดย้าก เนื องจากอนุมูลอิสระที เกิดขึ นมีความ
วอ่งไวในการทาํปฏิกิริยาสูงมาก จาํเป็นตอ้งใช้เครื องมือราคาแพง เช่น electron spin resonance เป็น
ตน้ อยา่งไรก็ดี การวดัปริมาณอนุมูลอิสระสามารถกระทาํไดท้างออ้ม โดยวดัการออกฤทธิ   (activity) 
ของสารแอนติออกซิแดนท ์หรือที นิยมเรียกกนัวา่สารตา้นอนุมูลอิสระ  
 สารตา้นอนุมูลอิสระในธรรมชาติ พบไดห้ลายกลุ่ม ไดแ้ก่ วิตามิน และฟลาโวนอยด์ ซึ  ง
สารกลุ่มหลงัพบมากที สุดในสารประเภทพฤกษเคมี (phytochemicals)  และในปัจจุบนัเป็นกลุ่มสารที 
กาํลังได้รับความนิยมและความสนใจอย่างยิ งในหลายวงการ เนื องจากมีการนาํไปประยุกต์ใช้ตา้น
อนุมูลอิสระที เกิดภายในร่างกายอนัเป็นสาเหตุหลกัของความเสื อมสภาพ  การก่อโรค หรือเพิ มความ
รุนแรงในโรคต่าง ๆ มากมาย แมก้ลไกการทาํงานของสารกลุ่มพฤกษเคมีโดยเฉพาะกลุ่มฟลาโวนอยด์
ยงัไม่เป็นที ทราบเด่นชดั  แต่ในปัจจุบนัมีหลายบริษทัที ผลิตสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ เป็นผลิตภณัฑ์
อาหารเสริมออกจาํหน่ายอยา่งแพร่หลาย เช่น สารสกดัจากแปะก๊วย  เปลือกตน้สน  เมล็ดองุ่น และชา
เขียว เป็นตน้ (ไมตรี สุทธจิตต ์และคณะ 2541) 
ผลมะขาม (Tamarindus indica L.) มีคุณค่าทางอาหารและสุขภาพหลายด้าน เนื  อ
มะขามใช้ประกอบอาหารทาํให้มีรสชาติอร่อย ทาํเป็นเครื องดื มแกก้ระหายนํ  า และใช้เป็นยาระบาย
ทอ้งไดดี้ เมล็ดมะขามมีส่วนประกอบสําคญัที เป็นประโยชน์ต่อสุขภาพ โดยเฉพาะเนื อในของเมล็ด
มะขามมีสารอาหารหลายชนิด ไดแ้ก่ คาร์โบไฮเดรต เส้นใยอาหาร โปรตีน วิตามิน เช่น ไนอะซิน ไธ
อามีน โรโบฟลาวิน และแร่ธาตุต่าง ๆได้แก่ แคลเซียม เหล็ก ฟอตเฟต และมีสารสําคญัทางชีวภาพ 
เช่น สารกระตุ้นภูมิ คุ ้มกันคือ เบต้า-กลูแคน สารต้านการติดเชื  อ สารฆ่าพยาธิ และสารลด
คอเลสเตอรอลและไลโปโปรตีนฯลฯ (Bhadoriya  et al., 2011; Caluwé et al., 2010; Martinello et al., 
2006) ส่วนที เป็นเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามมีสารสําคญัทางชีวภาพหลายชนิด  โดยเฉพาะสารกลุ่ม  
oligomeric proanthocyanidins (OPC)  (Caluwé et al.,  2010; Martinello et al., 2006) ซึ  ง เป็ น ส า ร
ต่อตา้นอนุมูลอิสระ ป้องกนัปฏิกิริยาออกซิเดชันจากสารเคมีและรังสีอลัตราไวโอเลต และต่อต้าน
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
การอักเสบ ต้านจุลินทรีย ์และมีฤทธิ  ทางชีวภาพอื นอีกมากมาย (Bagchi et al., 2000; Packer et al., 
1999)  
 เมล็ดมะขามเป็นส่วนที  เหลือทิ งจากการรับประทานและจากอุตสาหกรรมมะขาม 
เปลือกหรือส่วนนอกของเมล็ดมะขามเป็นส่วนที มีสีแดงเขม้และมีรสฝาดอยูม่าก ในอฟัริกาใชแ้กบ้ิด
และตม้เอานํ  ามาชะลา้งแผล ฝี ในภาคเหนือของประเทศไทย มีการเติมสารสกดัจากเปลือกมะขามลง
ในกาแฟโบราณ มีรายงานวา่สารสกดัเอธานอลจากเปลือกของเมล็ดมะขามมีความสามารถตา้นออกซิ
เดชั น (antioxidant capacity) ซึ  งวดัโดยวิธีการยบัย ั งการเกิดสีในปฏิกิริยาของ  ,  -azino-bis ( -
ethylvenzthiazoline- -sulfonic acid)  (ABTS) / metmyoglobin / H2O2 โดยเปลือกเมล็ดมะขามมีฤทธิ 
ตา้นอนุมูลอิสระสูงมากเมื อเทียบกบัส่วนอื น ๆ ของมะขาม และเมล็ดของพืชชนิดอื น ๆ (Pumthong, 
    ) 
 จากการคน้พบวา่ส่วนประกอบของเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามมีสาร OPC ซึ  งมีฤทธิ  ชีวภาพ
มากมายเป็นองค์ประกอบ และเปลือกของเมล็ดมะขามมีฤทธิ  ต้านอนุมูลอิสระสูง การศึกษาวิจยั
เกี ยวกบัส่วนประกอบทางเคมีของเมล็ดมะขามยงัมีปริมาณจาํกดั และกลไกการทาํงานทางชีวภาพ
ของสารตา้นอนุมูลอิสระในเปลือกเมล็ดมะขามยงัไม่เคยมีรายงานมาก่อน งานวิจยัด้านชีวเคมีและ
การพฒันาสารสกดัที มีสารตา้นอนุมูลอิสระที ไดจ้ากเปลือกเมล็ดมะขาม จึงมีความสําคญัยิ ง และควร
ค่าต่อการวิจยัอยา่งเร่งด่วน เพราะมีศกัยภาพในการนาํมาประยกุตใ์ห้เป็นผลิตภณัฑ์เสริมอาหารต่อไป
ในอนาคต 
 
2. วตัถุประสงค์ของโครงการวิจัย 
2.1   เพื อศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีดา้นชนิดและโครงสร้างของสารประกอบโพลีฟี
นอล และศึกษาฤทธิ  ทางชีวภาพของสารตา้นอนุมูลอิสระในเปลือกเมล็ดมะขาม 
2.2   เพื อหากลไกการออกฤทธิ  ของสารแอนติออกซิแดนท์กลุ่มโพลีฟีนอลที สกดัจาก
เปลือกหุ้มเมล็ดมะขาม  
2.3   เพื อหาแนวทางพฒันาสารสกดัและควบคุมคุณภาพของสารตา้นอนุมูลอิสระ 
สําหรับการเตรียมเป็นผลิตภณัฑสุ์ขภาพต่อไป  
 
3. ขอบเขตงานวิจัย 
3.1  ศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีของสารสกดัเปลือกเมล็ดมะขาม ดว้ยเทคนิคยวู ี– วิส
ซิเบิล สเปคโทรโฟโตรเมตรี (UV-VIS spectrometry) เทคนิคอินฟาเรด- สเปคโตรเมตรี (FT-IR-
spectrometry) เทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี (thin layer chromatography; TLC) ศึกษาคุณสมบติั
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เบื องตน้ของสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ และวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลลิกในสารสกดัดว้ย
เทคนิคโครมาโตรกราฟีเหลวสมรรถนะสูง (high performance liquid chromatography; HPLC) 
3.   ศึกษาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดเปลือกเมล็ดมะขาม โดยหา
ปริมาณฟีนอลรวม และปริมาณโปรไซยานิดิน 
 .3  ศึกษาฤทธิ  ทางชีวภาพและกลไกการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัเปลือกเมล็ด
มะขาม ด้วยวิธี DPPH, ABTS,  ferrozine (chelating property), FRAP assay และ  ต้านการแตกตัว
ของเม็ดเลือดแดง (hemolysis) 
 
4.  ประโยชน์ที คาดว่าจะได้รับ 
4.1 องค์ความรู้ทางเคมีของชนิดและโครงสร้างของสารประกอบโพลิฟีนอลและ
ฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระในสารสกดัจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขาม 
4.2 แนวทางพฒันาสารสกดัตา้นอนุมูลอิสระเพื อเป็นประโยชน์ในการเสริมสร้าง
สุขภาพและการบาํบดั หรือป้องกนัโรคเรื  อรังต่าง ๆ เช่นเดียวกบัการนําเอาผงสารสกดัเข้มขน้จาก
เมล็ดองุ่นแดงซึ  งมีปริมาณ OPC สูงออกมาทาํผลิตภณัฑ์หลายรูปแบบ เช่น ผงสกดั แคปซูล และเม็ด
ยา เพื อจาํหน่ายอยา่งแพร่หลายทั วโลก 
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บทที    
การวิจัยที เกี ยวข้อง 
 
1. อนุมูลอสิระที มีความสําคัญทางชีวภาพ 
 อนุมูลอิสระคืออะตอมที มีอิเล็คตรอนโดดเดี ยว หรือไม่มีคู่อยูใ่นวงโคจรของ
อิเล็คตรอนวงนอกสุด (valence electron)  ความหมายของอนุมูลอิสระยงัครอบคลุมถึงสารอื นที มี
ความไวและเกี ยวขอ้งกบัอนุมูลอิสระ (related reactive species) เช่น สารที อยูใ่นสภาวะเร้า (excited 
states) ที ก่อให้เกิดอนุมูลอิสระได ้หรือสารที เป็นผลพวงจากปฎิกริยาของอนุมูลอิสระ เป็นตน้  
(Devasagayam et al., 2004)  โดยทั วไปอิเล็คตรอนที โดดเดี ยวจะพยายามเขา้คู่กบัอิเล็คตรอนอื น  เพื อ
ช่วยให้โมเลกุลของมนัเสถียร จึงทาํใหอ้นุมูลอิสระมีความวอ่งไวเป็นพิเศษในการเกิดปฎิกริยาทาง
เคมี  เนื องจากอนุมูลอิสระสามารถดึงอิเล็คตรอนออกจากโมเลกุลของสารอื นขา้งเคียง เพื อจบัคู่
กบัอิเล็คตรอนที ไร้คู่   ทาํใหโ้มเลกุลของสารอื นที สูญเสียอิเล็คตรอนไปเกิดเป็นอนุมูลอิสระชนิดใหม่  
ซึ  งสามารถดึงอิเล็คตรอนออกจากโมเลกุลของสารอื นต่อเนื องกนัเป็นทอด ๆ  เกิดปฎิกริยาลูกโซ่ 
(chain reaction)  ดงันั น แมเ้กิดอนุมูลอิสระขึ นเพยีงไม่กี โมเลกุลก็สามารถเหนี ยวนาํให้ปฎิกริยา
เกิดขึ นไดอ้ยา่งต่อเนื อง  และเกิดอนุมูลอิสระต่าง ๆ ไดห้ลากหลายชนิด (Noguchi and Niki, 1999)   
อนุมูลอิสระที มีความสําคญัทางชีวภาพจาํแนกเป็นกลุ่มที มีออกซิเจนเป็นองคป์ระกอบหลกั เรียกวา่ 
reactive oxygen species (ROSs) และกลุ่มที มีไนโตรเจนเป็นองคป์ระกอบหลกั เรียกวา่ reactive 
nitrogen species (RNS)   ROSs สามารถจาํแนกเป็นกลุ่ม oxygen centered radicals ไดแ้ก่  superoxide 
anion (O2●
-),  hydroxyl radical (HO●), alkoxyl radicals (RO●) และ peroxyl radicals (ROO●) เป็นตน้ 
และกลุ่ม oxygen  centered non radicals ไดแ้ก่  hydrogen peroxide (H2O2), และ singlet oxygen (
1O2) 
เป็นตน้ สําหรับตวัอยา่งของ RNS ไดแ้ก่ nitric oxide (NO●), nitric dioxide (NO●2) และ peroxynitrite 
(OONO-)  (El-Bahr, 2013; Halliwell, 2006) โดยทั วไป อนุมูลอิสระชนิดต่าง ๆ มีอายุสั นมาก เวลา
ครึ  งชีวิต (half life) อาจเป็น  1  หรือ 10-3-10-9 วินาที  ตารางที  1 แสดงเวลาครึ  งชีวิตและบทบาทของ
อนุมูลอิสระชนิดต่าง ๆที มีความสําคญัทางชีวภาพ (Devasagayam et al., 2004)  
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ตารางที  1  Reactive oxygen และ nitrogen species ที มีความสาํคญัทางชีวภาพ (ดดัแปลงจาก 
Devasagayam et al., 2004) 
 
Reactive species สัญลักษณ์ เวลาครึ งชีวิต ความว่องไวในการทําปฎกิริยา 
/แหล่งกําเนิด 
Reactive oxygen species: 
Superoxide 
 
O2●
- 
 
10-6 วินาที 
 
สร้างใน mitochondria ระบบ
หัวใจและหลอดเลือด 
Hydroxyl radical OH● 10-9 วินาที มีความวอ่งไวสูง สร้างใน
ร่างกายเมื อมีสภาวะเหล็กสูง 
Hydrogen peroxide H2O2 มีความเสถียร สร้างจากหลายปฎิกริยาใน
ร่างกาย และก่อให้เกิด •OH 
Peroxyl radical ROO● เป็นหน่วยวินาที มีความไว สร้างจากไขมนั 
โปรตีน DNA และนํ  าตาลใน
สภาวะเครียดออกซิเดชนั 
Organic hydroperoxide ROOH มีความเสถียร ทาํปฎิกริยากบั transient metal 
ions ก่อให้เกิดอนุมูลอิสระอื น 
Singlet oxygen 1O2 10
-6 วินาที มีความวอ่งไวสูง สร้างเมื อเกิด
ปฎิกริยา Photosensitization 
และจากปฎิกริยาเคมีอื น 
Ozone O3 เป็นหน่วยวินาที อยูใ่นมลพิษทางอากาศ 
สามารถทาํปฎิกริยากบัหลาย
โมเลกุล ก่อให้เกิด 1O2 
Reactive nitrogen species: 
Nitric oxide 
 
NO● 
 
เป็นหน่วยวินาที 
 
เป็นสารสื อประสาท ควบคุม
ความดนัโลหิต ก่อใหเ้กิดสาร
ออกซิแดนท์ต่าง ๆ ขณะเกิด
พยาธิสภาพ 
Peroxynitrite ONOO- 10-3 วินาที มีความไวสูง สร้างจาก NO 
และ superoxide  
Peroxynitrous acid ONOOH มีความเสถียรปานกลาง เป็น protonated form ของ 
ONOO- 
Nitrogen dioxide NO2 เป็นหน่วยวินาที สร้างระหวา่งการเกิดมลพิษใน
บรรยากาศ 
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2. บทบาทของอนุมูลอิสระต่อสุขภาพและการเกิดโรค 
อนุมูลอิสระมีทั งประโยชน์และโทษต่อร่างกาย มีความสาํคญัทั งดา้นสุขภาพและการก่อ
โรค อนุมูลอิสระที ถูกสร้างขึ นภายในเซลล ์จะถูกควบคุมให้อยูใ่นระดบัที เหมาะสม เพื อช่วยในการ
ทาํหนา้ที และรักษาสภาวะสมดุล (homeostasis) ภายในเซลล ์ ประโยชน์ของอนุมูลอิสระที เกี ยวขอ้ง
กบัการทาํหนา้ที ของกระบวนการต่าง ๆภายในเซลล ์(Devasagayam et al., 2004) มีดงันี คือ  
1. การสังเคราะห์ ATP จาก ADP ดว้ยกระบวนการ oxidative phosphorylation ที 
เกิดภายใน mitochondria 
2. การทาํงานของกลุ่มเอนไซม ์cytochrome P450 ในปฎิกริยาออกซิเดชั นเพื อลด
ความเป็นพิษของสารแปลกปลอมต่อร่างกาย (xenobiotics) 
3. รูปแบบการตายของเซลลแ์บบอะพอพโทซิส (apoptosis)  ที ใชใ้นการกาํจดัเซลล์
ที ชาํรุด หรือเป็นอนัตรายต่อร่างกาย  
4. การทาํลายจุลินทรีย ์หรือเซลลม์ะเร็งโดยเซลลเ์ม็ดเลือดขาว macrophage และ 
cytotoxic T lymphocyte  
5. การทาํงานของเอนไซม ์oxygenase เช่น cyclo-oxygenase (COX) และ 
lipoxygenase (LOX) ในการสังเคราะห์ prostaglandins และ leukotrienes   
6. การกระตุน้ transcription factors ต่าง ๆ และการแสดงออกของยนี (gene 
expression) 
7. กระบวนการส่งสัญญาณและการสื อสารของเซลล ์(signal transduction) เช่น 
O2●
-,  NO● และ H2O2 ทาํหนา้ที เป็น secondary messenger ภายในเซลล ์ นอกจากนั น NO● ยงัมีผลใน
เชิงสรีรวิทยา ช่วยให้เกิดการขยายตวัของหลอดเลือด (vasodiation)  
8. บทบาทของ O2●
- ในการควบคุมการเจริญของเซลล ์ (El-Bahr, 2013) 
สภาวะเครียดออกซิเดชั น (oxidative stress) เป็นสภาวะขาดวามสมดุลระหวา่งอนุมูล
อิสระที เกิดขึ นและการจดัการของระบบตา้นอนุมูลอิสระภายในเซลล ์ ส่งผลใหป้ริมาณอนุมูลอิสระ
ในร่างกายสูงเกินไป (Scandalios, 2002) อนุมูลอิสระในภาวะเครียดออกซิเดชั นก่อให้เกิดโทษต่อ
ร่างกายมากมาย สามารถทาํปฎิกริยากบัสารที มีโมเลกุลขนาดใหญ่ (macromolecules) ในร่างกาย  เช่น 
ไขมนั (lipid) โปรตีน  คาร์โบไฮเดรต และ DNA ดว้ยปฎิกริยาต่าง ๆ เช่น hydrogen atom transfer 
reaction, addition, aromatic substitution, beta-scission และ coupling reactions  เป็นตน้ (Noguchi 
and Niki, 1999) ผลกระทบของอนุมูลอิสระที อาจเกิดต่อสารที มีโมเลกุลขนาดใหญใ่นร่างกาย (El-
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Bahr, 2013; Khansari et al.,  2009; Devasagayam et al., 2004 ; Manini et al., 2006; Spiteller, 2006) 
มีดงันี คือ  
1. ไขมัน อนุมูลอิสระทาํให้เกิดปฎิกริยา lipid peroxidation  ก่อให้เกิดสารพิษต่าง ๆ 
ที เป็นผลผลิต (product) ของปฎิกริยา เช่น malondialdehyde (MDA), 4-hydroxynonenal (4-HNE) 
และ 2-alkenals รวมทั ง isoprostanes  ที เป็นผลิตผลจาํเพาะของ lipid peroxidation ของ arachiodonic 
acid การเพิ ม lipid peroxidation ของ phospholipid bilayer ของ cell membrane  ลดความตา้นทานต่อ
การสูญเสียสภาพจากความร้อน (thermal denaturation resistance) และลดสภาวะการเป็นของไหล
ของไขมนัในระดบัโมเลกุล (lipid molecular mobility) MDA ที เกิดจาก lipid peroxidation สามารถ
ทาํปฎิกริยากบักลุ่มอมิโนอิสระ (free amino group) ของโปรตีน  ทาํปฎิกริยากบั phospholipid และ 
nucleic acid  เป็นตน้ ในผูป่้วยโรคเบาหวาน  โรคหลอดเลือดตีบ (atherosclerosis) และโรคหวัใจและ
หลอดเลือด (cardiovascular disease) มีปริมาณของ lipid oxidation product ในร่างกายเพิ มขึ น 
นอกจากนั น การเกิดออกซิเดชนัของ low density lipoprotein ยงัมีความสัมพนัธ์กบัการพฒันาของ
โรคหลอดเลือดตีบ และโรคหวัใจและหลอดเลือด 
2. โปรตีน การออกซิไดซ์โปรตีนโดย ROS/RNS ทาํใหเ้กิดออกซิเดชนัของหมู่
ฟังกช์ั นของกรดอมิโน (oxidation of amino acid side chain)  การเกาะกนั (cross linkage) และการ
แตกหกั (fragmentation) ของโปรตีน และเกิด protein hydroperoxides  ซึ  งสามารถทาํปฎิกริยากบั 
transition metal ion ก่อให้เกิดอนุมูลอิสระอื นต่อไป  ตวัอยา่งดชันีบ่งชี ทางชีวภาพของสภาวะเครียด
ออกซิเดชั นของโปรตีน (oxidative stress of protein) ไดแ้ก่  methionine sulfoxide, 2-oxohistidine 
และ protein peroxide เป็นตน้ การออกซิไดซ์ histidine เป็น 2-oxohistidine การเกิดออกซิไดซ์ของหมู่ 
thiol และการเกิดอนุพนัธ์ของหมู่ carbonyl ของกรดอมิโนเป็นตวัอยา่งของโครงสร้างโปรตีนที ถูก
ดดัแปลงไป   MDA และ 4-HNE ซึ  งเป็นผลผลิตจาก lipid peroxidation สามารถทาํปฎิกริยากบักรดอ
มิโนได ้  อนุมูล NO● และ ONOO- สามารถออกซิไดซ์โปรตีนไดเ้ช่นกนั  โดยรวมอนุมูลอิสระส่งผล
ใหก้ารทาํงานของโปรตีนลดลง หรือสูญเสียไป เช่น ลดหรือสูญเสียการทาํงานของเอนไซม ์โปรตีนที 
สูญเสียการทาํหนา้ที มกัจะถูกกาํจดัอยา่งรวดเร็ว หรือในบางกรณีอาจถูกเก็บสะสม ก่อให้เกิดผลเสีย
หรือทาํความเสียหายต่อเซลลภ์ายหลงั เช่น  lipofuscin เป็น peroxidized ของไขมนัและโปรตีนเกาะ
รวมกนั สะสมใน lysosomes ของเซลล์ที ชราภาพ (aged cell)  และในเซลล์สมองของคนไขท้ี ป่วยดว้ย
โรคอลัไซเมอร์ (Alzheimer’s disease)  
3. คาร์โบไฮเดรต  HO● ทาํปฎิกริยากบัคาร์โบไฮเดรตโดยดึง hydrogen atom ออก
จาก carbon atom ก่อให้เกิด carbon-centered radical ทาํใหเ้กิดการแตกหกัของโมเลกุลที มี
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ความสําคญัต่าง ๆ เช่น ทาํลาย hyaluronic acid เป็นตน้  คาร์โบไฮเดรตถูกสลายดว้ยการออกซิไดซ์ 
(oxidative breakdown) โดย lipid hydroperoxide และ อิออนของเหล็ก ได ้dicarbonyl compound เช่น  
glycoaldehyde และ glyoxal ใน in vivo  glyoxal เป็น -oxoaldehyde metabolite ซึ  งมีความเป็นพิษ
ต่อเซลล์  มีพิษต่อสารพนัธุกรรม ทาํให้เกิดการตายของเซลลแ์บบ apoptosis และหยุดการเจริญ (cell 
growth arrest) เนื องจาก glyoxal สามารถสร้างพนัธะแบบโควาเลนตก์บักรดนิวคลิอิกและโปรตีน
แบบไม่ยอ้นกลบั (irreversible adduct) ก่อให้เกิดการสร้าง advanced  glycation endproduct ต่าง ๆ 
4. DNA  การออกซิไดซ์ DNA โดย ROS /RNS หรือการดึง hydrogen atom ออก
จากส่วนที เป็นนํ าตาลของ DNA ทาํให ้DNA เกิดความเสียหาย   ส่วนที เป็น double bond  ของ C4-C5 
ของ pyrimidine มีความไวต่อ HO• ผลผลิตจาก oxidative pyrimidine ที เสียหาย (oxidative pyrimidine 
damage products) มีมากมาย เช่น thymine glycol, uracil glycol, urea residue, 5 hydroxydeoxy- 
uridine, 5-hydroxydeoxycytidine และ  hydantoin  เป็นตน้ ในทาํนองเดียวกนั HO• ทาํปฎิกริยากบั 
purine ได ้8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG), 8-hydroxydeoxyadenosine, 
formamidopyrimidines เป็นตน้ 8-OHdG เกี ยวขอ้งกบัการเกิดมะเร็ง และเป็นดชันีบ่งชี ทางชีวภาพ 
(biomarker) ของ DNA ที เสียหายจากออกซิเดชั น (oxidative DNA damage)  เนื องจาก DNA ใน 
mitochondria ปราศจากโปรตีน histone ที ช่วยป้องกนัความเสียหายต่อ DNA  เหมือนดงั ใน nucleus 
และกระบวนการสังเคราะห์ ATP ใน mitochondria ก่อให้เกิดอนุมูลอิสระ ดงันั น DNA ใน 
mitochondria จึงมีความไวต่อความเสียหายที เกิดจากอนุมูลอิสระเป็นพิเศษ 
มีงานวิจยัมากมายที แสดงวา่อนุมูลอิสระในสภาวะเครียดออกซิเดชั นเป็นสาเหตุ 
(etiology) หรือสัมพนัธ์กบัโรคที เกี ยวขอ้งกบัความเสื อม (degenerative diseases)  และการแก่ (aging) 
ของร่างกาย  ตวัอยา่งโรคเหล่านี ไดแ้ก่ โรคหวัใจและหลอดเลือด (atherosclerosis)  ภาวการณ์หดตวั
ของหลอดเลือด (vasospasm)  มะเร็ง การเกิดบาดแผล (trauma) โรคหลอดเลือดสมองตีบตนั (stroke) 
หอบหืด (asthma) ภาวะเป็นพิษเนื องจากออกซิเจนมากเกินไป (hyperoxia) โรคไขขอ้อกัเสบ 
(arthritis) โรคหวัใจ (heart attack)  การสร้างเม็ดสีในคนแก่ (age pigments) ผิวหนงัอกัเสบ 
(dermatitis) การเกิดตอ้กระจก (cataractogenesis)  ความเสียหายต่อเรตินา (retinal damage) และการ
บาดเจ็บของตบั (liver injury)  การชกันาํให้เกิดการตายของเซลลแ์บบ apoptosis รวมทั งโรคต่าง ๆ ที 
เกี ยวขอ้งกบัความผิดปกติของเมตาบอลิซึม (metabolic disorder)  เช่น โรคเบาหวาน  โรคกลา้มเนื อ
สลาย (rhabdomyolysis) เป็นตน้ (El-Bahr, 2013; Khansari et al., 2009; Devasagayam et al., 2004;  
Halliwell and Gutteridge, 1999)   
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3. แหล่งกําเนิดอนุมูลอสิระ  
อนุมูลอิสระมีแหล่งกาํเนิดทั งจากภายใน (intrinsic source) และภายนอก (extrinsic 
source)ร่างกาย  แหล่งกาํเนิดอนุมูลอิสระต่าง ๆ มีดงันี คือ  
1. อนุมูลอสิระที เกิดจากแหล่งภายในร่างกาย (Umammaheswari and Chatterjee, 
2008; Sachdev and Davies, 2008; http://naturespeed.com/HealthInfo/ free_radicals_en.html)  มี 5 
กลไกหลกัคือ 
1.1 การหายใจแบบใช้ออกซิเจนของเซลล์ (aerobic cellular respiration) ใน
กระบวนการหายใจเอาออกซิเจนเขา้มาเผาผลาญอาหารให้เกิดเป็นพลงังานในรูปของATP ไฮโดรเจน 
ถูกสกดัออกจากสารอาหารและอิเล็กตรอนถูกส่งต่อกนัเป็นทอด ๆ ในระบบการขนส่งอิเล็กตรอน
แบบลูกโซ่ (electron transport chain) ซึ  งเกิดภายใน inner membrane ของ mitochondria โดยมี
โมเลกุลของออกซิเจนเป็นตวัรับอิเล็กตรอนตวัสุดทา้ย และถูกรีดิวส์ให้เป็นโมเลกุลของนํ าเมื อเกิด
การสังเคราะห์ ATP  ในกรณีที ออกซิเจนเกิดรีดกัชนัไม่สมบูรณ์ (incomplete reduction) จะเกิดอนุมูล
อิสระ O2●
-,  OH● และ H2O2 เป็นผลผลิตอยา่งหลีกเลี ยงไม่ได ้ มีผูค้าดเดาวา่ประมาณ  % ของ
ออกซิเจนที ใชใ้น mitochondria จะถูกเปลี ยนเป็นอนุมูลอิสระ 
1.2 การทําลายสิ งแปลกปลอมของเม็ดเลอืดขาว เซลลเ์ม็ดเลือดขาว เช่นเซลล์
แมคโคฟาจ (macrophage) เมื อกลืนกิน (phagocytosis) จุลินทรียต่์าง ๆ  เช่น พาราไซต ์ (parasite) 
แบคทีเรียหรือไวรัสจะถูกกระตุน้ใหท้าํลายจุลินทรียท์ี กลืนกินเขา้ไปดว้ยการสร้างสารอนุมูลอิสระ
ต่าง ๆ เช่น  NO●,  O2●
-,  OH●และ H2O2 เป็นตน้ ดงันั น ในกรณีการติดเชื อเรื อรัง (chronic infection) 
ซึ  งมีการกลืนกินจุลินทรียต่์าง ๆ อยา่งต่อเนื อง เนื อเยื อของร่างกายมีโอกาสพลอยถูกทาํลายโดยสาร
อนุมูลอิสระเหล่านี ดว้ย 
1.3 กระบวนการในเพอรอกซิโซม (peroxisome) ในกระบวนการทาํลายกรด
ไขมนั (fattty acid) และโมเลกุลอื นในเพอรอกซิโซม จะเกิด H2O2 เป็นผลผลิต H2O2 ที เกิดขึ นถูก
ทาํลายโดยเอนไซม ์ catalase แต่บางโมเลกุลของ H2O2 สามารถหลุดออกสู่ส่วนอื นของเซลล ์ H2O2 
สามารถทาํปฎิกริยากบัเหล็กเกิด Fenton reaction ให้อนุมูล OH•  ดงัสมการ 
    Fe+2 + H2O2 → Fe
+3 + OH• +OH-  
1.4 การทํางานของเอนไซม์บางชนิด ในปฎิกริยาออกซิเดชนั หรือการทาํงาน
ของกลุ่มเอนไซมท์ี จาํเพาะบางชนิด ก่อให้เกิดการสร้างอนุมูลอิสระ  ตวัอยา่งเอนไซมเ์หล่านี ไดแ้ก่ 
cytochrome P450, oxidases, lipoxygenases, cyclo-oxygenases, dehydrogenases และ peroxidases 
เป็นตน้  
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1.5 การออกกาํลงักายแบบหักโหม  การออกกาํลงักายที หกัโหมก่อให้เกิดอนุมูล
อิสระในปริมาณสูงกวา่ขีดจาํกดัของการจดัการของระบบตา้นอนุมูลอิสระภายในเซลล ์ จึงสามารถก่อ
ให ้เกิดความเสียหายต่อเนื อเยื อต่าง ๆ ในร่างกายได ้
2. อนุมูลอสิระที เกิดจากแหล่งภายนอกร่างกาย (Mena et al., 2009; 
Umammaheswari and Chatterjee, 2008)  ในสิ งแวดลอ้มมีอนุมูลอิสระมากมาย เราสามารถรับอนุมูล
อิสระได ้ 3 ทางคือ จากอาหารที รับประทานเขา้ไป  อากาศที หายใจ และรังสี (radiation) ตวัอยา่ง
แหล่งกาํเนิดอนุมูลอิสระจากภายนอกไดแ้ก่ อาหารปิ  ง ยา่ง ทอดเกรียม หรืออาหารที ทอดในนํ ามนั
ทอดซํ  า อาหารปนเปื  อนดว้ยสารเคมี เช่นยากาํจดัศตัรูพืช  ฟีนอล สารกนับูด สีผสมอาหาร การดื มสุรา
เรื  อรัง (alcoholism) ยาบางชนิด มลภาวะทางอากาศ (air pollutans) เขม่า ควนัเสียจากรถยนต ์กากของ
เสียอนัตรายจากโรงงานต่าง ๆ  ควนับุหรี   รังสีชนิดต่าง ๆ ที เกิดจากกระบวนการในโรงงาน
อุตสาหกรรม จากแสงอาทิตย ์ รังสีคอสมิค (cosmic rays) และ X-ray ที ใชท้างการแพทย ์ การติดเชื อ
ไวรัสบางชนิด เช่น human papilloma virus, hepatitis B virus, โลหะหนกัต่าง ๆ เช่น ทองแดง เหล็ก 
แคดเมียม สารหนู ปรอท โครเมียม เงิน นิเกิล แมงกานีส สังกะสี โคบอลตท์ี สามารถถ่ายทอด
อิเล็กตรอน ก่อให้เกิดอนุมูลอิสระ หรือช่วยส่งเสริมการเกิดปฎิกริยาของอนุมูลอิสระในร่างกาย  
 
4.  สารต้านอนุมูลอสิระ  
สารตา้นออกซิเดชนั (antioxidant) หรือที นิยมเรียกวา่สารตา้นอนุมูลอิสระ หมายถึงสาร
ที ทาํหนา้ที ยบัย ั ง ทาํลาย หรือกาํจดัอนุมูลอิสระออกจากร่างกาย การสร้างสารตา้นอนุมูลอิสระเป็น
กลไกในการป้องกนัความเสียหายที เกิดขึ นจากอนุมูลอิสระของร่างกาย สารตา้นอนุมูลอิสระสามารถ
แบ่งตามแหล่งที มาได ้   ประเภท คือประเภทที ร่างกายสร้างขึ น และประเภทที ไดรั้บจากภายนอก
ร่างกาย   
 . สารต้านอนุมูลอสิระที สร้างขึ นภายในร่างกาย มี 2 ประเภทคือ พวกที จดัเป็น
เอนไซม ์และ พวกที ไม่จดัเป็นเอนไซม ์ 
1.1  สารต้านอนุมูลอสิระที จัดเป็นเอนไซม์  
    Superoxide dismutase (SOD) เป็นกลไกแรกในการป้องกนัอนุมูลอิสระต่อ
เซลล์  SOD เป็นเอนไซมท์ี ทาํงานร่วมกบัโลหะ (metal enzyme) ในเซลล ์eurkaryote  SOD ที อยูใ่น 
cytoplasm (cytosolic SOD) ใชท้องแดงและสังกะสีช่วยในการทาํงาน หรือเป็น prosthetic group 
ในขณะที  SOD ใน mitochondria (mitochondrial SOD)ใชแ้มงกานีส   การทาํงานของ SOD เกิด
ปฎิกริยาทั งออกซิเดชนัและรีดกัชนัพร้อมกนั เรียกวา่ดิสมิวเทชนั (dismutation) SOD รีดิวซ์  1 
โมเลกุลของ  O2●
-   ให้เป็น H2O2    และออกซิไดซ์อีก 1 โมเลกุลของ O2
•- ให้เป็นออกซิเจน                                                       
                      2 O2●
-     +     2H+                               H2O2      +       O2 
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  Catalase (CAT) เป็นเอนไซมท์ี กาํจดั H2O2  จากเนื อเยื อต่าง ๆ ป้องกนัไม่ให้
เซลล์ถูกทาํลายและป้องกนัการก่อตวัของอนุมูลอิสระชนิดอื นที เป็นอนัตรายต่อร่างกาย SOD และ 
catalase มกัพบร่วมกนัในธรรมชาติ การทาํงานร่วมกนัของเอนไซมท์ั งสองจะทาํให้เกิดระบบตา้น
อนุมูลอิสระที มีประสิทธิภาพสูง   
                           2 H2O2                              H2O  +  O2 
                                                         
 Glutathione peroxidase (GPx)  เป็นเอนไซมท์ี พบทั งใน cytoplasm และใน 
mitochondria เอนไซม ์ GPx ทาํงานร่วมกบัซีลิเนียม จดัเป็น selenoenzyme ทาํหนา้ที กาํจดั 
hydroperoxides  โดยอาศยัรีดิวซ์กลูตาไทโอน (reduced glutathione)  ซึ  งถูกเปลี ยนเป็นออกซิไดซ์ 
กลูตาไทโอน (oxidized glutathione) พร้อมทั งเกิดการรีดิวซ์ hydroperoxide หรือ lipid  
hydroperoxide (LOOH) 
      H2O2  +  2 GSH                                     2 H2O + GSSG 
    LOOH + 2 GSH                                    LOH + H2O + GSSG   
 Peroxidase เป็นเอนไซมท์ี สลาย H2O2 และ LOOH 
 H2O2 +  AH2                                           2 H2O + A 
    LOOH + AH2          LOH + H2O + A 
Glutathione S transferase (GSH transferase) เป็นเอนไซมท์ี มีบทบาทสําคญั
ในการกาํจดัสารพิษต่าง ๆ ที เขา้สู่ร่างกายใน conjugation reaction  เอนไซม ์GSH transferase สามารถ
สลาย LOOH  (El-Bahr, 2013; Noguchi and Niki, 1999) 
1.2  สารต้านอนุมูลอสิระที ไม่จัดเป็นเอนไซม์  
    สารที มีฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระที พบในร่างกาย และไม่ใช่เอนไซมม์ีหลายชนิด เช่น 
glutathione, lipoic acid, ceruloplasmin, albumin, transferrin, lactoferrin, ceruloplasmin, 
hepatoglobin, hemopexin, bilirubin และ uric acid  ซึ  งมีบทบาททั งเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระและ
ก่อให้เกิดอนุมูลอิสระ (pro-oxidant)  (Sautin and Johnson, 2008; Noguchi and Niki, 1999) 
2. สารต้านอนุมูลอิสระที ได้จากภายนอก พบมากในอาหารจาํพวก พืช ผกั ผลไม ้ถั ว 
ต่าง ๆ สมุนไพรหลายชนิด (Aljadi and Kamaruddin, 2004; Cheel et al., 2007; Duan et al., 2007; Li 
et al., 2006; Prahbakar et al., 2007; Zhou and Yu, 2006) ซึ  งในแต่ละส่วนของพืชจะมีปริมาณและ
ชนิดของสารตา้นอนุมูลอิสระแตกต่างกนัออกไป สารตา้นอนุมูลอิสระที รู้จกักนัดีไดแ้ก่ 
   วติามินอี (tocopherols) เป็นวิตามินที ละลายไดดี้ในไขมนั จึงมีบทบาทสาํคญัใน
การตา้นอนุมูลอิสระภายในร่างกายส่วนที ละลายในไขมนั แมว้ิตามินอีที พบในอาหารจะมีทั งหมด 8 
isomer คือ -, -, -และ -tocopherols และ-, -, -, -ticotrienols  แต่คนตอ้งการเฉพาะวิตามินอี
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ในรูปของ -tocopherol เนื องจาก isomer อื นไม่สามารถถูกจดจาํโดยโปรตีนที ขนส่งวติามินอี 
(heptic -tocopherol transfer protein; -TTP)  -tocopherol พบมากสุดที  lipoprotein และทาํหนา้ที 
ตา้นอนุมูลอิสระกลุ่ม peroxyl ซึ  งละลายในไขมนั (lipid-soluble peroxyl radical scavenger) ช่วยหยดุ
ปฎิกริยาลูกโซ่ของการเกิด lipid peroxidation เพื อป้องกนัอนัตรายและรักษาไวซึ้  งคุณสมบติัทาง
ชีวภาพ (bioactivity) ของ polyunsaturated fatty acid ที เยื อ membrane ของเซลล ์ วิตามินอีทาํหนา้ที 
ให ้ hydrogen atom แก่อนุมูล peroxyl ส่งผลใหเ้กิด อนุมูล-tocopherol ซึ  งสามารถทาํปฎิกริยากบั
อนุมูล peroxyl อื นไดส้ารที มีความเสถียร และหยดุปฎิกริยาลูกโซ่ไดด้งัสมการ  
 LOO●+ -tocopherol         LOOH + -tocopherol● 
LOO●+-tocopherol●                           LOO--tocopherol 
            บทบาทในการ scavenge อนุมูล peroxyl ของวิตามินอีมีหลกัฐานทั ง in vitro และ in 
vivo  วิตามินอีช่วยลด lipid peroxidation และการตายของเซลล ์ Jurkat ที ถูกเหนี ยวนาํให้ขาด 
Selenium และในเซลลป์ระสาท (immature primary cortical neuron) ที ขาด glutamate  การศึกษาใน
สัตวท์ดลอง พบวา่วิตามินอีช่วยป้องกนัความเสียหายต่อตบัในหนูแรทที ไดรั้บ carbon tetrachloride 
ซึ  งมีกลไกการเกิดพิษต่อตบัผา่นกระบวนการอนุมูลอิสระ และมีรายงานวิจยัวา่การไดรั้บวติามินอีช่วย
ลดปฎิกริยา lipid peroxidation และช่วยเพิ มความทรงจาํในหนูเมา้ส์ Ts65Dn ซึ  งใชเ้ป็นโมเดลของ
โรค Down Syndrome  อยา่งไรก็ดี งานวิจยัในปัจจุบนัชี  แนะวา่การเป็น peroxyl radical scavenger 
เป็นกลไกหลกัหรืออาจเป็นเพียงกลไกเดียวในการตา้นอนุมูลอิสระของวิตามินอี และวิตามินอีไม่มี
ประสิทธิภาพในการ scavenge อนุมูล hydroxyl, alkoxyl, nitrogen dioxide, และ thiyl ใน in vivo 
ดงันั น ในการเกิดประสิทธิภาพสูงสุด วิตามินอีตอ้งทาํงานร่วมกบัสารตา้นอนุมูลอิสระชนิดอื น เช่น 
วิตามินซี และซิลิเนียม เป็นตน้ (Niki, 2013; Traber and Atkinson, 2007; Abudu et al., 2004) วิตามิน
อีสามารถพบไดใ้นนํ ามนัจากเมล็ดพืชต่าง ๆ เช่น ดอกคาํฝอย เมล็ดทานตะวนั เมล็ดฝ้าย ขา้วโพด ถั ว
เหลือง และนํ ามนัรําขา้ว เป็นตน้  
  วิตามินเอ (retinoids) และแคโรทีนอยด์ (carotenoid) วิตามินเอเป็นสารอาหารที 
จาํเป็นต่อการเจริญเติบโต การพฒันาการ การมองเห็น และช่วยการทาํงานของระบบภูมิคุม้กนั 
วิตามินเอที ไดจ้ากสัตว ์ เช่นตบั นํ ามนัปลา ไข่แดง และผลิตภณัฑน์มต่าง ๆ อยูใ่นรูปที ละลายไดดี้ใน
ไขมนัคือ retinol, retinal และ retinoic acid  ภายในร่างกาย วิตามินเอในรูปของ  retinol (free alcohol 
form) ถูกเปลี ยนโดย retinol dehydrogenase ได ้ retinal ที เป็น aldehyde และเป็น active form ของ
วิตามินเอในเนื อเยื อ retinal ถูกเปลี ยนต่อโดย retinal oxidase ได ้ retinoic acid ซึ  งเป็น transcription 
factor ที สําคญั  (Palace et al., 1999) เนื องจากกลุ่ม retinoids มี bioavailable สูง และสะสมในเนื อเยื อ 
วิตามินเอที ไดรั้บจากสัตวม์ากเกินไปจึงก่อให้เกิดพิษ แหล่งของวิตามินเอที ไดรั้บจากพืชอยูใ่นรูปของ
แคโรทีนอยดท์ี ร่างกายสามารถนาํมาใชใ้นการสังเคราะห์โปรวิตามินเอ (provitamin A) แคโรทีนอยด์
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เป็นกลุ่มรงควตัถุธรรมชาติ (natural pigment) ที พบในพืช จุลินทรียแ์ละสัตวบ์างชนิด เช่นใน lobster  
แคโรทีนอยด์มีอยูม่ากในผกัและผลไมท้ี มีสีเหลือง แดง และส้มซึ  งเป็นคุณสมบติัของ conjugated 
polyenes สายยาว (long chain of conjugated polyenes) ที พบในโครงสร้างของแคโรทีนอยด์ส่วน
ใหญ่ ในธรรมชาติมีแคโรทีนอยดก์วา่ 600 ชนิดจาํแนกไดเ้ป็น 3 กลุ่มหลกัคือ carotenes, xanthophylls 
และ lycopene อยา่งไรก็ตาม มีแคโรทีนอยด์เพียง 50 ชนิดเท่านั นที ใชใ้นการสังเคราะห์วิตามินเอใน
ร่างกาย หรือมี provitamin A activity  แคโรทีนอยดท์ี ไดจ้ากอาหารและพบในพลาสมาของคนคือ -, 
-carotene, lycopene, cryptoxanthin และ lutein ซึ  งอยูร่่วมกบั lipoprotein แต่เฉพาะ -, -carotene 
และ -crytoxanthin มี provitamin  A activity ส่วน lutein, canthaxanthin, zeaxanthin และ lycopene 
มี activity ตํ าหรือไม่มี activity ร่างกายเก็บวติามินเอในรูปของ long chain fatty ester และในรูปของ 
provitamin carotenoid ที ตบั ไต และในเนื อเยื อไขมนั (adipose tissue) -carotenoid เป็นสารตั งตน้ที 
สําคญัที สุดในการสังเคราะห์วิตามินเอ แคโรทีนอยดเ์ป็นโมเลกุลที ไม่ชอบนํ า (hydrophobic) มี
ความสามารถในการละลายนํ าตํ า จึงทาํหนา้ที ในบริเวณที เป็น hydrophobic ของเซลล ์  มีงานวิจยั
แสดงฤทธิ  ตา้นออกซิเดชั นของวิตามิน A1 (reinol) และ A2 (dehydroretinol) รวมทั ง pro-vitamin A 
โดยเฉพาะ - และ - carotenes  การศึกษาฤทธิ  ตา้นออกซิเดชั นใน in vitro lipid peroxidation ไดผ้ล
เรียงตามลาํดบัดงันี คือ retinol  retinal > retinyl palmitate > retinoic acid  (Palace et al., 1999; 
Jomova and Valko, 2013) ส่วนฤทธิ  ยบัย ั ง in vitro lipid peroxidation ของ -carotene มีประสิทธิภาพ
ในกรณีที ความเขม้ขน้ของออกซิเจนในสภาวะแวดลอ้มมีระดบัตํ าเท่านั น และจะสูญเสียฤทธิ  ตา้น
ออกซิเดชั นที มีความเขม้ขน้ของออกซิเจนสูง เพราะเกิดภาวะ auto-oxidation  (Halliwell and 
Gutteridge, 1999; Jaswir et al., 2012) คุณสมบติัตา้นอนุมูลอิสระของทั งวติามินเอและแคโรทีนอยด์
เกิดผา่นส่วนที เป็น hydrophobic chain ของ polyene ที ตา้น thiyl (RS•) และ peroxyl radical และระงบั
สัญญาณ (Quench) singlet oxygen  โดยทั วไป ถา้สายของ polyene (polyene chain) ยิ งยาว 
ความสามารถในการทาํให้ peroxyl radical เสถียรยิ งสูง แคโรทีนอยด์มีบทบาทสาํคญัในการส่งเสริม
การทาํงานของระบบภูมิคุม้กนั ตา้นสภาวะอว้น (anti-obesity) ช่วยการสื อสารระหวา่งเซลล์ผา่น gap 
junction ดว้ยการสร้างโปรตีน connexin และมีฤทธิ  ตา้นมะเร็งปอดโดยส่งเสริมการทาํงานของ
เอนไซมท์ี  metabolize สารก่อมะเร็ง (Paclace et al., 1999; Halliwell and Gutteridge, 1999; Jaswir et 
al., 2012) นอกจากนั น มีหลกัฐานทางระบาดวทิยาชี แนะวา่ทั งวิตามินเอและแคโรทีนอยด์เป็น
สารอาหารสาํคญัช่วยลดปัญหาโรคหวัใจ (Palace et al., 1999) 
  วิตามินซี (ascorbic acid) เป็นวิตามินที ละลายนํ าไดดี้ สลายตวัง่ายเมื อไดรั้บความ
ร้อน แสง และอากาศที มีความชื น วิตามินซีพบมากในพืชจาํพวก ส้ม ฝรั ง มะเขือเทศ กะหลํ าปลี และ
ผกัสีเขียว นอกจากนั น ยงัพบในอาหารที มีฤทธิ  เป็นกรด วิตามินซีมีสูตรโมเลกุลคลา้ยกลูโคส ในพืชมี
นํ าตาลหลายชนิดที สามารถถูกเปลี ยนเป็นวิตามินซีได ้ โดยอาศยัเอนไซม ์ L-gulonolactone oxidase 
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พืชและสัตวส่์วนใหญ่จึงสามารถสังเคราะห์วิตามินซีไดเ้อง แต่คนขาดเอนไซม ์ L-gulonolactone 
oxidase จึงไม่สามารถสังเคราะห์วิตามินซีในร่างกาย ตอ้งไดรั้บวติามินซีจากแหล่งภายนอก วิตามินซี
มีบทบาทและหนา้ที ต่าง ๆ มากมายในร่างกาย เช่น ช่วยสังเคราะห์และป้องกนัความเสียหายที เกิดต่อ 
collagen วิตามินซีเพิ มระดบัของ procollagen messenger RNA และช่วยลาํเลียง procollagen ออกจาก
เซลล์ วิตามินซีมีฤทธิ  ช่วยสมานบาดแผล ดูแลรักษาหลอดเลือด กระตุน้การทาํงานของเอนไซมแ์ละ 
hormone  ช่วยสังเคราะห์ thyroid hormone ส่งเสริมภูมิคุม้กนัใหแ้ข็งแรง  เช่นช่วยกระบวนการกลืน
กิน (phagocytosis) ของเม็ดเลือดขาว ช่วยในกระบวนการเมตาบอลิซึม ของ tyrosine, folic acid และ 
tryptophan ช่วยลดระดบั cholesterol ในกระแสโลหิต  เป็นโคเอนไซมท์าํลายสารพิษ ช่วยลดความ
เป็นพิษของ histamine ช่วยสังเคราะห์ carnitine และ catecholamines ที ควบคุมระบบประสาท 
นอกจากนั น ยงัช่วยในการดูดซึมแคลเซียมและธาตุเหล็ก  เป็นตน้  วิตามินซีเป็นสารตา้นออกซิเดชั น
ที ดี ช่วยกาํจดัอนุมูลอิสระ (neutralize free radical) ไดท้ั งภายในเซลลแ์ละใน plasma เนื องจากมี
คุณสมบติัละลายนํ าไดดี้ และให้อิเล็กตรอนกบัอนุมูล O2●
-,  OH● ไดง่้าย วิตามินซีสามารถกาํจดั 
(scavenge) hypochlorous acid, tyrosyl radical และป้องกนัไขมนัจากการออกซิเดชั น โดย RNS 
นอกจากนั น วิตามินซียงัช่วยเพิ มประสิทธิภาพของการตา้นออกซิเดชั นของวติามินอีในร่างกาย โดย
การรีดิวซ์ tocopheroxyl radical  -tocopherol• ) ใหก้ลบัสู่สภาพเดิม (-tocopherol) วิตามินซีช่วย
ป้องกนัความเสียหายต่อ DNA จากอนุมูลอิสระและสารก่อกลายพนัธ์ุ (mutagens) และป้องกนัความ
เสียหายต่อปอดและระบบประสาทจากอนุมูลอิสระ(Walingo, 2005; Iqbal et al., 2004; Abudu et al., 
2004; Handelman and Pryor, 1999)  
   แมก้ารศึกษาโดยเฉพาะงานวิจยั ใน in vitro จะชี แนะบทบาทและความสําคญัของ 
วิตามินอี วิตามินซี วิตามินเอ และแคโรทีนอยดใ์นการตา้นออกซิเดชั น แตป่ฎิกริยา และกลไกในการ
ตา้นออกซิเดชั นภายในร่างกายมีความสลบัซบัซอ้นกวา่ระบบใน in vitro และมีปัจจยัอื นที เกี ยวขอ้ง
มากมาย  ดงัตวัอยา่งงานวิจยัทางระบาดวทิยาและดา้นคลินิกที ชี  แนะวา่ สารตา้นอนุมูลอิสระเช่น
วิตามินอี วิตามินซี วิตามินอี และแคโรทีนอยดใ์นบางบริบทอาจเป็นสาเหตุให้เกิดอนุมูลอิสระเอง 
(prooxidant) และก่อให้เกิดโทษแทนประโยชน ์ (Niki, 2013; Traber and Atkinson, 2007; Abudu et 
al., 2004;  Palace et al., 1999)   เช่นโครงการศึกษา alpha-tocopherol beta-carotene (ATBC) ซึ  งหนึ ง
ในโครงการยอ่ยศึกษาในประเทศ Findland ใชก้ลุ่มตวัอยา่งเพศชายที สูบบุหรี จดั จาํนวน 29,133 คน 
ผูว้ิจยัพบวา่กลุ่มที ไดรั้บ -carotene ปริมาณ 20 mg ต่อวนั เป็นระยะเวลา 5-8 ปี นอกจากไม่ช่วย
บรรเทาปัญหาโรคหวัใจ (coronary   disease) -carotene ยงัก่อให้เกิดอตัราการตายที สูงขึ นในกลุ่มที 
ไดรั้บวติามินดว้ย ส่งผลใหง้านวิจยัในส่วนที เหลือจาํเป็นตอ้งถูกยกเลิก เช่นเดียวกบัโครงการ -
carotene and retinol efficacy trial (CARET) ในประเทศสหรัฐอเมริกา ที ศึกษาผูสู้บบุหรี จาํนวน 
18,314 คนในกลุ่มที เป็นคนงานปกติและกลุ่มที มีโอกาสเสี ยงเป็นมะเร็งปอดสูง (ทาํงานเกี ยวขอ้งกบั 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
asbestos) โดยให้ 30 mg -caroteneและ25,000 IU retinol palmitate ต่อวนั เป็นระยะเวลา 4 ปี 
การศึกษาตอ้งถูกยกเลิกกลางคนัใน 21 เดือนต่อมาเช่นกนั เพราะกลุ่มตวัอยา่งที ไดรั้บวิตามินป่วยเป็น
โรคมะเร็งปอดสูงกวา่ และ มีอตัราการตายดว้ยโรคหวัใจและหลอดเลือดสูงกวา่กลุ่มที ไม่ไดรั้บ
วิตามิน 28%  (Palace et al., 1999) ในปัจจุบนัมีหลายทฤษฎีที พยายามอธิบายบทบาทของสารตา้น
ออกซิเดชนัในการป้องกนัโรคที เกี ยวขอ้งกบัสภาวะเครียดออกซิเดชนั สภาวะแวดลอ้มที เป็นบริบท
ใหส้ารตา้นอนุมูลอิสระเปลี ยนเป็นสารอนุมูลอิสระเอง รวมทั งสมมุติฐานวา่พืชมีส่วนประกอบอื น
นอกเหนือจากวติามินหรือสารตา้นออกซิเดชั นที สามารถมีฤทธิ  ป้องกนัหรือบรรเทาความเสี ยงต่อ
โรคมะเร็งและโรคหวัใจ  (Temple, 2000; Thomson  et al., 2007; Lazzeroni et al., 2011; Jomova and 
Valko, 2013) 
  สารประกอบโพลิฟีนอล (phenolic compounds) เป็นสารกลุ่มฟีนอลที สามารถ
ละลายนํ าได ้พบไดใ้นพืชผกัและผลไมท้ั วไป เช่น องุ่น หม่อน เปลือกมะขาม ชา  บล็อกเคอลี  เป็นตน้ 
สูตรโครงสร้างเคมีของสารประกอบโพลิฟีนอลเป็นวงแหวนที มีหมู่ไฮดรอกซิลอยา่งนอ้ยหนึ งหมู่
หรือมากกวา่ สารประกอบโพลีฟีนอลที พบในธรรมชาติมีมากมายหลากหลายชนิดซึ งมีโครงสร้าง
ทางเคมีที แตกต่างกนั ดงัตวัอยา่งที แสดงในภาพประกอบที  1 สารประกอบโพลิฟีนอลสามารถจาํแนก
เป็นกลุ่มที มีฟลาโวนอยด์ (flavonoids) และกลุ่มที ไม่มีฟลาโวนอยด ์ (non-flavonoids)  กลุ่มที ใหญ่
ที สุดคือกลุ่มฟลาโวนอยด์ ซึ  งมีสารประกอบมากกวา่ 2000 ชนิด ตวัอยา่งสารกลุ่มฟลาโวนอยดท์ี มี
ฤทธิ  ตา้นออกซิเดชนัในผกั ผลไมแ้ละธญัญาพืชใน 6 กลุ่มยอ่ย คือ  flavanols (flavan-3-ols) (เช่น 
catechin, epicatechin, epigallocatechin gallate เป็นตน้) flavanones (เช่น naringin, taxifolin เป็นตน้), 
flavonols (เช่น kaempferol, quercetin, myricetin เป็นตน้), flavones (เช่น chrysin, apigenin เป็นตน้), 
anthocyanidins (เช่น cyanidin, malvidin, apigenidin เป็นตน้) และ isoflavonoids (เช่น genistein, 
daidzein เป็นตน้) ตวัอยา่งสารประกอบโพลีฟีนอลที ไม่ใช่ฟลาโวนอยด์ที เป็นที รู้จกักนัดีไดแ้ก่ trans-
resveratrol ซึ  งเป็นสารสกดัจากเมล็ดองุ่น คุณสมบติัตา้นอนุมูลอิสระของสารประกอบโพลีฟีนอลเกิด
ไดห้ลายกลไก เช่น เป็นตวัให้ไฮโดรเจน กาํจดัอนุมูล peroxyl และหยดุปฎิกริยาลูกโซ่ (chain-
breaking peroxyl-radical scavenger) ยบัย ั ง lipid peroxidation กาํจดั ROS โดยตรง เช่น scavenge 
OH•, ONOOH และ HOCl เป็นตน้ ทาํหนา้ที เป็นสารคีเลต (chelator) สามารถดกัจบั transition metal 
ions โดยเฉพาะเหล็กและทองแดงที สามารถเร่งปฎิกริยาของอนุมูลอิสระ (Halliwell and 
Gutteridge,1999)  มีงานวจิยัมากมายที ชี  แนะวา่สารโพลิฟีนอลที มีฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระสามารถยบัย ั ง
โรคต่าง ๆ หรือบรรเทาพยาธิสภาพที เกี ยวโยงกบัการถูกทาํลายโดยอนุมูลอิสระ เช่น โรคหวัใจและ
หลอดเลือด โรคมะเร็ง โรคความเสื อมของประสาท (neurodegenerative diseases) โรคภูมิแพ ้ โรค
ไวรัส โรคเบาหวาน และโรคที เกี ยวขอ้งกบักระบวนการอกัเสบเรื อรังอื น ๆ เป็นตน้ (Devasagayam et 
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al., 2004; Choi et al., 2012; Ramassamy, 2006; Wootton-Beard and Ryan, 2011; Wang et al., 2011; 
Bishayee, 2009)  
 
Ascorbic acid    Gallic acid 
                                     
 
Epicatechin                                                           Tangeritin 
                              
 
Apigenin                                                                 Luteolin 
                                                                               
 
Quercetin                                                                Kaempferol 
                                          
 
 Naringenin           Cyanidin 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบที  1 โครงสร้างของสารประกอบบางชนิดในกลุ่มฟีนอล (รวบรวมจากรูปที แสดงใน 
               http:// en.wikipedia.org/wiki)   
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5.  การหาขีดความสามารถในการเป็นตัวต้านอนุมูลอสิระ 
 หลกัการส่วนใหญ่ในการหาขีดความสามารถของสารตา้นอนุมูลอิสระคือ ในขั นตอน
แรกทาํการชกันาํให้เกิดการสร้างอนุมูลอิสระ แลว้จึงเติมสารตา้นอนุมูลอิสระลงไป หลงัจากนั นทาํ
การตรวจวดัอนุมูลอิสระที เหลือ ซึ  งหลกัการนี สามารถนาํไปประยกุตใ์ชก้บัหลากหลายวิธีของการ
ทดสอบ ขึ นกบัการเลือกชนิดของตวักาํเนิดอนุมูลอิสระและวิธีการตรวจวดัอนุมูลอิสระ ตารางที  2.2 
เป็นวิธีการตรวจวดัขีดความสามารถของสารตา้นอนุมูลอิสระที ไดรั้บความนิยมและใชใ้นงานวจิยัต่าง 
ๆ อยา่งแพร่หลาย (http://www.gpo.or.th/rdi/html/antioxidants.html) 
 
ตาราง 2  สรุปวธีิการตรวจวดัฤทธิ  ในการตา้นอนุมูลอิสระที ใชก้นัโดยทั วไป (ดดัแปลงจาก พรทิพย ์
วิรัชวงศ)์ 
แหล่งกาํเนิดอนุมูลอิสระ วิธีการตรวจวดัอนุมูลอิสระ เวลาที ใช ้(นาที) 
DPPH radical  DPPH assay 5-10 นาที 
Methyloleate + O2 Peroxide   -   ชั วโมง 
Brain homogenate + O2 O2  Consumption   ชั วโมง 
Oil + O2 Electro-conductivity  -  ชั วโมง 
Luminol + UVA Chemiluminescence  -  ชั วโมง 
Egg  yolk + Fe2+ Chemiluminescence   -   นาที 
ABTS + Peroxidase + H2O VIS - spectrometry   นาที 
APPH (ORAC test) Fluorencence R- phycoerythrin    นาทีต่อตวัอยา่ง 
ABAP (TRAP test) Fluorencence R- phycoerythrin   -   นาที 
Luminol + H2O2 Chemiluminescence 10-20 
AAPH : 2’2 –azo-bis-(2,amidinpropane) dihydrochoride 
ABAP : 2’2 –azo-bis-(-(2,amidinpropane) 
ABTS : 2’2 –azo-bis-(3-ethylbenzoline-6-sulfonic acid) 
 
 เทคนิคที ใชใ้นการวดัฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระ ที ใชใ้นปัจจุบนัมีหลายวธีิ เช่น ABTS/H2O2 
หรือABTS/potassium persulfate method (Nunes et al., 2012) โดยวดัฤทธิ  ในการตา้นอนุมูลอิสระใน
หลอดทดลองซึ งมีสารอนุมูลอิสระที เกิดจากปฏิกิริยาระหวา่ง methemogobin ที ถูกออกซิไดซ์โดย 
hydrogen peroxide ได ้ ferryl myoglobin ที สามารถออกซิไดซ์ ABTS (2,2-azinobis-3-etthylben-
zothiazoline-6-sulfonic acid) ใหเ้ป็น radical cation ABTS●+  ซึ  งมีสีนํ าเงิน หรือการใช ้ sodium 
persulfate ในการ oxidize ABTS ใหไ้ด ้ ABTS●+ (Pisoschi et al., 2011) สารตา้นอนุมูลอิสระที มี
คุณสมบติัในการ reduce radical cation ที เกิดขึ นโดยการให้ hydrogen (hydrogen-donating 
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antioxidants) สามารถยบัย ั งปฏิกิริยาที เกิดสี นาํค่าการดูดกลืนแสงที ลดลงไปพลอตกราฟเทียบกบั
สารละลายมาตรฐาน trolox 
 วีธี DPPH (Burits and Bucar, 2000) สารสีม่วง DPPH (2,2-diphhynyl-1-picrylhy 
radicals) เป็น nitrogen-radical ที เสถียร มีประโยชน์ในการศึกษาสารตา้นอนุมูลอิสระที มีคุณสมบติั
จบัอนุมูลอิสระโดยตรง วิธีการทดสอบคือเติมสารละลายของสารสกดัซึ  งอยูใ่น tris-HCl buffer 7.4 
และสารละลาย DPPH ที ละลายในเอทานอลลงในหลอดทดลองดว้ยกนั เขยา่ตั งทิ งไวใ้นที มืด    นาที 
นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที      nm นาํค่าการดูดกลืนแสงที ลดลงต่อเวลาที กาํหนดไปพลอตกราฟ 
และเทียบกบัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐาน trolox  
 การตรวจวดั chelating property (Korkina and Afanas'ev, 1997) เหล็กสามารถกระตุน้
ให้เกิดอนุมูลอิสระไดโ้ดยการเกิด Fenton reaction สารใดที มีความสามารถในการจบัเหล็กและยบัย ั ง
การเกิด Fenton reaction ไดจ้ดัวา่สารนั นมีคุณสมบติัตา้นอนุมูลอิสระ การศึกษากระทาํโดยเติมสาร
ตวัอยา่งลงใน   mM FeCl2 จากนั นเติม ferrozine   mM เขยา่ใหเ้ขา้กนัตั งทิ งไว ้   นาที นาํไปวดัค่า
การดูดกลืนแสงที ความยาวคลื น     nm เทียบกบัสารละลายมาตรฐาน ascorbic acid 
 การวดัปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอล ใช ้Folin-Ciocalteu method (Singleton and 
Rossi, 1965) สารประกอบฟีนอลรีดิวซ์ phosphotungstic acid และ phosphomolybdic acid ใน
ตวักลางที เป็นเบสไดส้ารสีนํ  าเงิน molybdenum oxide และ tungsten oxide วดัค่าการดูดกลืนแสงที 
ความยาวคลื น     nm เทียบกบัสารละลายมาตรฐาน gallic acid 
 FRAP assay (ferric reducing antioxidant power) (Benzie and Straia, 1999) วดัค่า
ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระรวมทั งหมด (total antioxidant power) โดยวดัความสามารถของ
สารตา้นอนุมูลอิสระในการรีดิวซ์สารประกอบเชิงซ้อน ferric tripyridiyltriazine (Fe(III)-TPTZ) ให้
เป็น (Fe(II)-TPTZ) ซึ  งใหส้ารสีฟ้า และสามารถวดัค่าการดูดกลืนแสงที ความยาวคลื น     nm  
 เปลือกเมล็ดมะขามเป็นส่วนของเมล็ดที มีฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระสูงสุด (Tsuda et al., 
1993; Tsuda et al., 1994) Pumthong (1999) ทาํการวิเคราะห์เปลือกเมล็ดมะขามทางชีวเคมีและ 
HPLC พบสารจาํพวก  -hydroxy  , dihydroxyaceto-phenone (TAO), methyl  , -
dihydroxybenzoate (TA ),  , -dihydroxyphenyl acetate (TA ) และ (-)-epicatechin (TA ) ซึ  งเมื อ
ศึกษาโดยวธีิ thiocyanate และ thiobarbituric acid reactive substance (TBARS) พบวา่ TAO, TA1 
และ TA2 มีฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระสูง นอกจากนี ยงัพบวา่สารสกดัเปลือกเมล็ดมะขามยงัคงฤทธิ  ตา้น
อนุมูลอิสระสูงแมเ้มื อเพิ มอุณหภูมิถึง     ºC เป็นเวลา   ชม. และที  pH  .  มีฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระตํ า
กวา่ที  pH  ,   และ  .  (Tsuda et al.,     ) 
 จากรายงานวิจยัของ Pumthong  (    ) พบวา่สารตา้นอนุมูลอิสระในสารสกดัเปลือก
เมล็ดมะขามน่าจะเป็นสารกลุ่มฟลาโวนอยด ์ และมีการเสนอแนะวา่สารดงักล่าวมีโครงสร้างเหมือน
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สาร oligomeric proanthocyanidin (OPC) (ภาพประกอบที  1) เป็น oligomer ของ flavan- -ol 
ประกอบไปดว้ย  -  monomer (Gupta and Haslam, 1980) ซึ  งเป็นสารในกลุ่ม condensed tannin 
นอกจากนี   งานวิจยัหลายแห่งพบอีกวา่ สารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามสามารถยบัย ั งการทาํงานของ
อนุมูลอิสระออกซิเจนชนิดเปอร์ออกซิล (peroxyl radicals) ในปฎิกิริยาของ ABTS/H2O2/peroxidase 
และ ABTS/H2O2/ metmyoglobin และยบัย ั งการทาํงานของอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล (hydroxyl 
radicals) ในปฏิกิริยาของ ABTS/H2O2/FeCl3 รวมทั งยบัย ั งการทาํงานของอนุมูลอิสระซุปเปอร์
ออกไซด์แอนไอออน (super- oxide  anion radicals) ในปฏิกิริยาของ hypoxanthine-xanthine oxidase 
(neotetrazolium) ในการวิจยัเดียวกนั ยงัพบวา่สารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามสามารถป้องกนัการ
ทาํลาย Ca2+-ATPase ในเยื อหุ้มเซลล์เมด็เลือดแดง (Pumthong, 1999) condensed tannin มี
ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระสูงกวา่ phenolics เดี ยว ๆ (Hagerman et al., 1998) มีรายงานวา่
เปลือกเมล็ดมะขามมี tannin สูงถึง    % ซึ  งประกอบดว้ย phobatannin    % ที เหลือเป็น 
catecholtannin (Watt and Breyer-Brandwijk, 1962) phobatannin เป็นสารชนิดเดียวกนักบั condensed 
tannin เนื องจากเมื อตม้กบักรดแลว้ใหต้ะกอนสีแดงเรียกวา่ phlobaphene หรือ tannin-red และพบวา่
ส่วนประกอบที สาํคญัที พบมากใน phobatannin คือ catechin (Hathway and Seakins, 1957) 
  ในกลุ่มของเมล็ดพืชต่าง ๆ มีรายงานวจิยัวา่ เมล็ดองุ่นมีสารตา้นอนุมูลอิสระเป็น OPC 
เป็นสารที มีความปลอดภยัและมีฤทธิ  เป็น free radical scavenger ทั งในโมเดล  in vitro และ in vivo 
โดยสามารถป้องกนั lipid peroxidation และ ความเสียหายต่อ DNA ไดม้ากกวา่วติามิน C, E และบีตา้
แคโรทีนหลายเท่า  (Bagchi et al., 2000) เช่นเดียวกนักบัสารสกดัจากเปลือกตน้สน (Pinus maritima) 
ก็มีสารตา้นอนุมูลอิสระประเภท OPC มีชื อทางการคา้วา่ Pycnogenol ที มีฤทธิ  เป็นสารตา้นอนุมูล
อิสระสูงเช่นกนั (Packer et al., 1999) มีรายงานวา่ OPC  สามารถควบคุมเมตาบอลิซึมของ nitric 
oxide (NO) ในเซลล ์macrophage โดย quenching NO radical (Van Acker et al., 1995) และยบัย ั ง 
inducible nitric oxide synthase (iNOS) mRNA expression และ iNOS activity (Kobuchi et al., 1999) 
แต่ในทางกลบักนั OPC สามารถกระตุน้การสร้าง NO ใน endothelial cells ได ้ ปริมาณ NO ที 
เหมาะสมช่วยลดการเกาะกลุ่มของ platelet (platelet aggregation) และยบัย ั ง low-density lipoprotein 
(LDL) cholesterol oxidation (Fitzpatrick, Bing, and Rohdewald, 1998) สารในกลุ่มฟลาโวนอยด์เป็น 
peroxynitrite scavengers โดยหมู่ catechol ใน ring B และหมู่ hydroxyl ในตาํแหน่งที    
(ภาพประกอบที  2) เป็นหมู่สําคญัที ทาํหนา้ที เป็น peroxynitrite scavengers (Heijnen et al., 2001)  
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ภาพประกอบที  2 โครงสร้างตวัอยา่งของ oligomeric proanthrocyanidin ชนิดหนึ งที พบในเมล็ดองุ่น 
                        (http://www.springerimages.com/Images/RSS/5-10.1186_1743-7075-5-29-1)  
 
 
 
 
 
  
 
 
 
ภาพประกอบที  3 โครงสร้างพื นฐานและการเรียงลาํดบัตาํแหน่งต่างๆในโครงสร้างของฟลาโวนอยด์  
(Heim, K.E., Tagliaferro, A.R., and Bobilya, D.J., 2002) 
 
การศึกษาหาสารต่อตา้นอนุมูลอิสระในเปลือกเมล็ดมะขามเพื อนาํมาเป็นอาหารเสริม
หรือส่งเสริมสุขภาพ ช่วยชะลอความเสื อมทางชีวภาพและใชใ้นการถนอมผลิตภณัฑ์อาหารมิใหถู้ก
ทาํลายโดยปฏิกิริยาออกซิเดชนั ในโครงการวิจยันี ตอ้งการสกดัสารสาํคญัที มีฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระ
จากเปลือกเมล็ดมะขาม เนื องจากมีรายงานวา่เปลือกเมล็ดมะขามมีสาร OPC ซึ  งมีคุณสมบติัตา้น
อนุมูลอิสระสูงมาก โดยเฉพาะต่ออนุมูลอิสระชนิด peroxl, hydroxyl และ superoxide  ในหลอด
ทดลอง รวมทั งยงัสามารถป้องกนัปฏิกิริยา lipid peroxidation นอกจากนี   เปลือกเมล็ดมะขามที นาํมา
ศึกษายงัปลอดภยัเมื อนาํมาบริโภค อีกทั งเมล็ดมะขามเป็นวสัดุธรรมชาติเหลือใชท้ี ทิ งแลว้ สามารถหา
ไดง่้ายและมีราคาถูกมากอีกดว้ย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
 โครงการวิจยันี  มีวตัถุประสงค์เพื อสกดั  ทดสอบทางเคมี และการออกฤทธิ  ตา้นอนุมูล
อิสระ ของสารสกดักลุ่มโพลีฟีนอลจากเปลือกเมล็ดมะขาม ผลที ไดจ้ะเป็นแนวทางที จะนาํสารสกดั
ดงักล่าวมาใชป้ระโยชน์ทางการแพทย ์การเสริมความงาม และโภชนาการต่อไป อีกทั งยงัเป็นการช่วย
เพิ มคุณค่าและมูลค่าของวสัดุธรรมชาติเหลือใชอี้กดว้ย 
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บทที  3  
วธิดีําเนินการวจิัย 
  
โครงการวิจยันี  นาํสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามที สกดัด้วยตวัทาํละลายต่างชนิดมา
ศึกษาองค์ประกอบโครงสร้างทางเคมี และศึกษาฤทธิ  ทางชีวภาพในการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยกลไกที 
แตกต่างกนั ดงัมีรายละเอียดวธีิดาํเนินการวิจยัดงันี   
 
 . ประเภทของงานวจิัย 
 งานวิจยัในโครงการนี  เป็นการวิจยัเชิงทดลอง (experimental research)  
 
 . วสัดุอุปกรณ์ในการวิจัย 
  .  เครื องมือและอุปกรณ์ 
  ชุดสกดั (soxhlet extraction) 
  ตูอ้บบริษทั Binder รุ่น contherm thermtee     
  เครื องชั งละเอียด (analyitcal balance) บริษทั Mettler Toledo รุ่น AB204-S 
  เครื อง UV-VIS spectrophotometer บริษทั Perkin Elmer รุ่น Lambda Bio    
  เครื อง FT-IR spectrometer บริษทั Perkin Elmer รุ่น spectrum GX 
เครื  องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) บริษัท Shimazu รุ่น LC 
solution ประกอบด้วย degasser รุ่น DGV-  A   ปั ม รุ่น LC-20AD  คอลมัน์ C18 
ของบ ริษัท  Altech ความ ยาว 250 x 4.6 mm ระบ บ ตรวจวัด  แบ บ  diode array 
detector รุ่น SPD-10ASVP และ injector รุ่น SiL-10ADVP 
 เครื องผสม (vortex) บริษทั Fisher scientific model      
  เครื องปั นเหวี ยง  บริษทั Sorvoll รุ่น ST16 
  เครื องระเหยแห้ง (rotary vacuum evaporator) บริษทั Bucchi model R205 
  เครื องสกดั (soxlet extraction apparatus) บริษทั Bucchi model B-811 
  อุปกรณ์เครื องแกว้ต่าง ๆ 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
  .  สารเคมี 
  สารเคมีที ใชใ้นการทดลอง แสดงในตารางที  3 
ตารางที  3 สารเคมีที ใชใ้นการทดลอง 
Chemical Reagent Formula Grade บริษทั 
ABTS (2,2-azinobis-3-        C18H24N6O6S4 AR Fluka Chemika 
       ethylbenzothiazoline    
       -6-sulfonic acid)    
Acetic acid C2H4O2 AR BHD 
Ascorbic acid C6H8O6 AR BHD 
Apigenin C15H10O5 HPLC Sigma 
Butyl hydroxyl anisole C15H24O AR Fluka Chemika 
Butyl hydroxyl toluene C11H16O2 AR Fluka Chemika 
Catechin C15H13O6 HPLC Fluka Chemika S 
DPPH (2,2-diphynyl-1- C18H12N5O6 AR Fluka Chemika 
      picrylhydrazyl)    
Epicatechin C15H13O7 HPLC Fluka Chemika 
Ethanol C2H6O AR BHD 
Folin Ciocalteu reagent - AR Carbera reagent 
Ferric chloride hexahydrate FeCl3.6H2O AR Fluka Chemika 
Ferrous sulfate heptahydrate Fe2SO4 AR BHD 
Ferrozine C20H13N4O6S2 AR Sigma 
Gallic acid C7H6O5 AR Fluka Chemika 
Hexane C6H14 AR BHD 
Hydrochloric acid HCl AR BHD 
Hydrogen peroxide H2O2 AR UNIVAR 
Kaempferol C15H10O6 HPLC Sigma 
Lactic acid C3H6O3 HPLC Sigma 
Luteolin C15H10O6 HPLC Sigma 
Methanol CH3OH AR BHD 
Myricetin C15H10O8 HPLC Sigma 
Naringenin C15H12O5 HPLC Sigma 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
ตารางที  3 (ต่อ) 
Chemical Reagent Formula Grade บริษัท 
Potassium chloride KCl AR Carbera reagent 
Potassium sulfate K2S2O8 AR BHD 
Potassium dihydrogen 
orthophosphate 
KH2PO4 AR UNIVAR 
Procyanidin B1 C30H26O12 HPLC Fluka Chemika 
Procyanidin B2 C30H26O12 HPLC Fluka Chemika 
Quercetin C15H12O7 HPLC Sigma 
Rutin C27H30O15 HPLC Sigma 
Sodium acetate 
Sodium carbonate anhydrous 
Sodium Chloride 
TPTZ(2,4,6-Tri (2-pyridyl)-s- 
 triazine) 
Trolox 
Vanilic acid 
C2H3NaO23H2O 
Na2CO3 
NaCl 
C18H12N6 
 
C14H18O4 
C8H8O4 
AR 
AR 
AR 
AR 
 
AR 
HPLC 
BHD 
Fluka Chemika 
Fluka Chemika 
Fluka Chemika 
 
Fluka Chemika 
Sigma 
 
3. วิธีการทดลอง  
 .  การเตรียมตัวอย่างเปลอืกเมลด็มะขาม 
 นาํเมล็ดมะขามมาอบที อุณหภูมิ    ºC นาน    ชม. จากนั นกะเทาะเปลือกออก นาํ
ส่วนที เป็นเปลือกมาบดให้เป็นผงละเอียด นาํผงเปลือกเมล็ดมะขามเก็บไวใ้นตูดู้ดความชื น ก่อนนาํไป
สกดั 
 .  ขั นตอนการสกัด  
 ในการสกดัเปลือกเมล็ดมะขามเพื อศึกษาใชก้ารสกดัแบบ soxhlet ดว้ยตวัทาํละลาย
ต่างชนิด คือ เอธานอล (EtOH) เมธานอล (MeOH) นํ  ากลั น (W) เมธานอลกบัอะซิโตน (MeOH+Ac) 
อัตราส่วน 1 : 1 v/v นํ  ากับอะซิโตน (W+Ac) อัตราส่วน 1 : 1 v/v และเมธานอลกับอะซิโตนโดย
วิธีการแช่ (maceration) (MeOH+Ac (แช่))  อตัราส่วน 1 : 1  v/v  
  . .  ขั นตอนการสกดัสารจากเปลือกเมล็ดมะขามดว้ยวิธี soxhlet 
 นาํผงเปลือกเมล็ดมะขามแห้ง ใส่ลงในทิมเบิ ล (thimble) ชั งนํ  าหนกัที แน่นอน 
จากนั นสกดัดว้ยวิธี soxhlet ดว้ยเฮกเซน ครั  งละ     ml ซํ  า   ครั  ง ๆ ละ   ชม. นาํส่วนที เป็นกากมาทาํ
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
การสกดัต่อดว้ยวิธี soxhlet ดว้ยเอธานอล ครั  งละ     ml ทาํซํ  า   ครั  ง ๆ ละ   ชม. จากนั นนาํส่วนที 
ไดจ้ากการสกดัไประเหยเอาตวัทาํละลายออก ดว้ยเครื อง rotary vacuum evaporator ที อุณหภูมิ    ºC 
ตั งทิ งไวท้ี อุณหภูมิห้อง กระทั งไดส้ารสกดัหยาบ (crude) จากเปลือกเมล็ดมะขามที แห้ง นาํเก็บไวใ้น
ตู้เย็นเพื อเตรียมไวใ้ช้ในการทดลองครั  งต่อไป ขั นตอนการสกัดสารจากเปลือกเมล็ดมะขามด้วย
เอธานอล แสดงในแผนภาพที      
 
                                             ผงเปลือกเมล็ดมะขาม (50 g) 
                                                               สกดัดว้ยเฮกเชน     ml x   ครั  ง ๆละ   ชม.  
 
                             ชั นของเฮกเซน            กากที เหลือ 
                                 ระเหยให้แห้งที     ºC                                 สกดัดว้ยเอธานอล                                
 สารสกดัหยาบของชั นเฮกเชน                                                ml x   ครั  ง ๆ ละ   ชม.  
                                                                      
                   สารสกดั        กากของเปลือกมะขาม 
                                                                                        ระเหยให้แห้งที     ºC 
                                    สารสกดัหยาบของสารสกดัเปลือกเมล็ดมะขาม 
 
แผนภาพที    ขั นตอนการสกดัเปลือกเมล็ดมะขามดว้ยเอธานอล 
  
ตวัทาํละลายอื นที ใช้ในการสกดัคือ เมธานอล นํ  ากลั น เมธานอลกบัอะซิโตน และนํ  า
กบัอะซิโตน นอกจากนั นยงัเพิ มประสิทธิภาพการสกดัโดยการนาํผงเปลือกเมล็ดมะขามไปแช่ก่อน
นาํมาสกดัโดย soxhlet ดว้ยเมธานอลกบัอะซิโตน ขั นตอนการสกดัดว้ยการแช่ แสดงในแผนภาพที    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
                          ผงเปลือกเมล็ดมะขาม (50 g) 
                                           แช่เมธานอลผสมอะซิโตน     ml x    ครั  ง ๆ ละ   วนั 
                                    กากที เหลือ 
                                           สกดัดว้ยเฮกเชน     ml x   ครั  ง ๆ ละ   ชม.  
 
      ชั นของเฮกเซน                 กากที เหลือ 
                ระเหยใหแ้ห้งที     ºC                                        สกดัดว้ยเมธานอลกบัอะซิ-                            
สารสกดัหยาบของชั นเฮกเชน                                           โตน     ml x   ครั  ง  
                                                                                            ครั  งละ   ชม.  
                                                              
                                                             ชั นของสารสกดั          กากของเปลือกมะขาม 
                                                                         ระเหยใหแ้หง้ที  45 C                  
                                                     สารสกดัหยาบของสารสกดัเปลือกเมล็ดมะขาม 
 
แผนภาพที     ขั นตอนการสกดัเปลือกเมล็ดมะขามดว้ยอะซิโตนกบัเมธานอล (แช่)  
 
  .   ขั นตอนการแยกสารสกัดให้บริสุทธิ  ด้วยคอลมัน์ sephadex LH    (Molan et al., 
2004)  
   . .  การเตรียมสารสกดัก่อนการทาํใหบ้ริสุทธิ  ดว้ยคอลมัน์ sephadex LH     
 นาํสารสกดัหยาบของสารสกดัเปลือกเมล็ดมะขาม (MeOH+Ac (แช่) มาละลาย
ดว้ยนํ  า     ml แบ่งสารสกดัออกเป็นสองส่วนเท่า ๆ กนั ใส่ลงในกรวยสกดั จากนั นเติมเฮกเซน     
ml ทาํซํ  า   ครั  ง นาํชั นของนํ ามาสกดัต่อดว้ยเอธิลอะซิเตรต ครั  งละ     ml ทาํซํ  า   ครั  ง นาํสารสกดัที 
ไดจ้ากชั นนํ  ามารวมกนั และนาํไประเหยเอาตวัละลายออกด้วย rotary vacuum evaporator ส่วนสาร
สกดัที ไดจ้ากชั นเอธิลอะซิเตรตนาํไปรวมกนั และระเหยเอาตวัทาํละลายออก เหมือนกนักบัสารสกดั
ที ได้จากชั  นนํ  า  ขั นตอนการสกัดสารจากเปลือกเมล็ดมะขามด้วยตัวทําละลายต่าง ๆ แสดงใน
แผนภาพที  3  
  
 
 
 
 
รวมชั นเมธานอล 
กบัอะซิโตน 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
                                               สารสกดัหยาบของสารสกดัเปลือกเมล็ดมะขาม (แช่)  
                                                                   ละลายดว้ยนํ า 250 ml 
                 สกดัดว้ยเฮกเซน     ml x   ครั  ง           
 
                           
 
                               ชั นนํ า                                                 ชั นเฮกเชน               
                                    สกดัดว้ยเอธิลอะซิเตรต   ครั  งละ     ml x   ครั  ง                                                
                                          
              ชั นนํ า                                       ชั นเอธิลอะซิเตรต      
                   ระเหยใหแ้ห้งที     ºC                       ระเหยให้แห้งที     ºC 
      สารสกดัหยาบชั นนํ า (FW)            สารสกดัหยาบ ชั นเอธิลอะซิเตรต (EtAc) 
 
แผนภาพที    ขั นตอนการสกดัเปลือกเมล็ดมะขามดว้ย นํ า เฮกเซน และเอธิลอะซิเตรต 
 
                 . .  ขั นตอนการเตรียมคอลมัน์ sephadex LH    
 นาํ sephadex LH    เติมเมธานอลลงไปจน sephadex LH    อิ มตวัดว้ยเมธา
นอลโดย sephadex LH    จะมีลกัษณะกึ งขน้กึ  งเหลว  เติม sephadex LH    ในคอลมัน์ขนาดความ
ยาว    นิ ว เส้นผา่นศูนยก์ลาง   นิ ว  จากนั นลา้งคอลมัน์ดว้ยเมธานอล  
   . .  การแยกสารสกดัหยาบ EtAc ดว้ยคอลมัน์ sephadex LH    
  . . .  นําสารสกัดหยาบ EtAc มาละลายด้วยเมธานอล   ml ก่อนเติมสารที 
ตอ้งการแยกลงในคอลมัน์ ตอ้งไขก๊อกให้ตวัทาํละลายอยู่ในระดบัเดียวกนักบัผิวหน้าของ sephadex 
LH    หลงัจากนั นค่อย ๆ เติมสารสกดัลงไปในคอลมัน์ เปิดก๊อกเพื อปรับระดบัสารละลายให้อยูใ่น
ระดบัเดียวกนักบั sephadex LH      
  . . .  เติมตวัทาํละลายลงในคอลมัน์อย่างระมดัระวงั เริ มไขก๊อกและเก็บตวั
ทาํละลายออกจากคอลมัน์  โดยเก็บหลอดละ    ml  
  . . .  นําแต่ละหลอดไปตรวจสอบสารต้านอนุมูลอิสระ ด้วย TLC (ตัวทาํ
ละลาย เมธานอล : เอธิลอะซิเตรต : กรดอะซิติก    % อตัราส่วน   :   :  . ) แลว้นาํไปส่องดว้ยแสงยู
วี ที ความยาวคลื น     nm  
  . . .  รวมส่วนที เหมือนกนัเขา้ดว้ยกนัได ้  ส่วน นาํทั ง   ส่วน ไประเหยโดย
เครื อง rotary vacuum evaporator ขั นตอนในการแยกสารสกดัหยาบในชั น EtAc  แสดงในแผนภาพที  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
  จากนั นนาํไปทดสอบฤทธิ  การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH พบว่า ส่วน (fraction) ที  2 (F ), 3 
(F ) และ 4 (F ) มีฤทธิ  ในการตา้นอนุมูลอิสระดีกวา่ส่วนอื น ดงันั นจึงไดน้าํ    F  , F  และ F  มาแยก
สกดัดว้ยคอลมัน์ sephadex LH    ซํ  า 
     
                                                      สารสกดัหยาบ EtAc 
                                                                      sephadex LH20 
 ชะดว้ยเมธานอล 
                                                                หลอด 
 
 
                 F            F                  F                     F                F                F  
 
แผนภาพที    ขั นตอนในการแยกสารสกดัหยาบ EtAc ดว้ย sephadex LH    
 
   . .  การแยกสารสกดัหยาบชั น F , F  และ F  ใหบ้ริสุทธิ  ดว้ยคอลมัน์ sephadex 
LH 20      
 ขั นตอนการแยกสารสกดัในชั น F , F  และ F   เหมือนกนักบัขอ้ที   . . . -
 . . .  ซึ  งสารสกดัใน F  สามารถรวมส่วนที เหมือนกนัได ้  ส่วน สารสกดัใน F  สามารถรวมส่วน
ที เหมือนกนัได ้  ส่วน และสารสกดัใน F  สามารถรวมส่วนที เหมือนกนัได ้  ส่วน โดยขั นตอนของ
การแยกสารสกดัในชั น F , F  และ F  แสดงในแผนภาพที   , 6 และ  ตามลาํดบั  
 
                                         สารสกดัหยาบจากชั น F   
                                                                       sephadex LH20 
 ชะดว้ยเมธานอล 
                                                                      หลอด 
 
                                
       F .              F .                   F .            F .            F .         
 
      แผนภาพที    ขั นตอนในการแยกสารสกดัหยาบจากชั น F  ดว้ย sephadex LH    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
                 สารสกดัหยาบจากชั น F   
                                                                      sephadex LH20 
  ชะดว้ยเมธานอล 
                                                                 หลอด 
 
                                             F .             F .                  F .      
      
แผนภาพที     ขั นตอนในการแยกสารสกดัหยาบจากชั น F  ดว้ย sephadex LH    
     
    สารสกดัหยาบจากชั น F                 
                                                                      sephadex LH20 
 ชะดว้ยเมธานอล 
                                                                 หลอด 
 
                                         
                                F .              F .                  F .             F .                            
 
แผนภาพที    ขั นตอนในการแยกสารสกดัหยาบจากชั น F   ดว้ย sephadex LH    
 
  .  การพิสูจน์เอกลกัษณ์ทางเคมีของสารสกัดเปลือกเมลด็มะขาม 
   . .  วิธี ยูว-ีวิซิเบิ ล สเปคโตรโฟโตเมตรี ( UV-VIS spectrometry) นาํสารสกดัจาก
เปลือกเมล็ดมะขามซึ  งสกดัดว้ยตวัทาํละลายต่าง ๆ กนั มาสแกน UV-VIS spectrum ที ความยาวคลื น
ในช่วง    -    nm เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน คือ quercetin, rutin, catechin และ oligomeric 
proanthocyanidin (OPC) 
   . .   วิธี อินฟาเรด สเปคโตรโฟโตเมตรี (FT-IR spectrometry) นําสารสกัดจาก
เปลือกเมล็ดมะขามบดให้ละเอียด เติม KBr จากนั นนาํไปสแกนหา spectrum ดว้ยเครื อง FTIR เพื อหา
หมู่ฟังกช์ั นที อยูใ่นโมเลกุล 
   . .  วิธี thin layer chromatography (TLC) เป็นการพิสูจน์องค์ประกอบของสาร
แอนติออกซิแดนท์กบัสารมาตรฐาน คือ quercetin rutin และ OPC ดว้ยการใช้ sillca gel GF 254 เป็น
เฟสคงที ในตวัทาํละลาย toluene : acetone : formic acid ในอตัราส่วน   :   :   โดยปริมาตร ตรวจหา
สารที มีคุณสมบัติเป็นสารแอนติออกซิแดนท์โดยพ่นด้วย DPPH ซึ  งมีสีม่วง หากพบสารใดที มี
คุณสมบติัเป็นสารแอนติออกซิแดนทจ์ะทาํใหสี้ม่วงจางลงเปลี ยนเป็นไม่มีสี 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
   . .   การตรวจสอบทางเคมีเบื องตน้ของสารกลุ่มฟลาโวนอยด์  การตรวจสอบใช้
วิธีมาตรฐานของการคดักรองสารพฤกษเคมี (phytochemicals) โดย Farnsworth, 1966. 
  . . .  การเตรียมสารสกดั  ชั งสารสกดัจากเปลือกมะขาม  .  g ละลายด้วย
เอธานอล    ml เพื อเตรียมไปทดสอบในขั นตอนต่อไป 
  . . .  การตรวจสอบสารกลุ่มฟลาโวนอยด ์
   ตรวจสอบ  flavanonol  หรือ flavonol- -glycoside  ปิเปตสารสกดั    ml 
ลงในหลอดทดลอง  เติมผงสังกะสี   .  g และ   N ของกรดไฮโดรคลอริก    หยด  เขย่าให้เขา้กนั
ประมาณ   นาที  เติมกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้    หยด  ถา้เกิดสีแดงเขม้ภายใน   -   นาที  แสดงวา่
มี flavanonol  หรือ flavonol- -glycoside ส่วน flavanone  และ  flavonol จะให้สีแดงจางๆ 
    การทดสอบการทาํปฏิกิริยากับด่าง ปิเปตสารสกัด   ml ลงในหลอด
ทดลอง เติมสารละลายแอมโมเนีย (ammonia T.S.) ทีละหยด สังเกตสีและระบุชนิดฟลาโว-นอยด์
ตามเกณฑ์ที แสดงในตารางที    
 
ตารางที  4  การตรวจสอบฟลาโวนอยด์โดยทาํปฏิกิริยากบัด่าง และสีที พบหลงัปฏิกิริยา  
 
ชนิดของฟลาโวนอยด์ สีที พบหลังปฏิกิริยา 
Flavone,  flavonol,  xanthone 
Flavanone 
Chalcone,  aurone 
Flavanonol 
สีเหลือง 
ส้มออกแดง 
แดง 
นํ าตาลออกส้ม 
 
     . . .  การตรวจสอบแอนโธไซยานิน 
    นาํสารสกดั   ml เติมกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้    N   หยด  จะไดสี้แดง
เกิดขึ น  ค่อย ๆ เติม ammonia T.S. ทีละหยด ถา้พบแอนโธไซยานิน  สารสกดัจะเปลี ยนสีจากแดงเป็น
นํ าเงิน  
     . . .  การตรวจสอบลิวโคแอนโธไซยานิน 
    นาํสารสกดั   ml เติมกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้   N  ปริมาตร   ml ตม้
ในอ่างองัไอนํ  า  ถ้าพบ catechin จะให้สีเหลืองออกนํ  าตาล ส่วน  leucoanthocyanin  ให้สีแดงของ  
anthocyanidin  และละลายไดใ้น amyl alcohol  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
    .  .   วิ ธี โค รม าโต ก ราฟี ข อ งเห ล วส ม รรถ น ะ สู ง  (high performance liquid 
chromatography; HPLC) (Fang  et al.,  2007) 
  . . .  เตรียมสารละลายมาตรฐาน โดยชั ง catechin  .     g ละลายดว้ยเมธา
นอลปรับปริมาตรให้ครบ    ml จากนั นเจือจางให้มีความเขม้ขน้ในช่วง  .  –     g/ml  กรองผ่าน
กระดาษกรองขนาด  .   m สําหรับสารมาตรฐานอื นที ใช้ได้แก่  catechin, epicatechin, rutin, 
procyanidin B1, procyanidin B2, quercetin, keampferol, naringenin, apigenin, luteolin, myricitin, 
resveratrol, ascorbic acid, gallic acid, vanilic acid และ lactic acid  
  . . .  เตรียมสารสกดัเปลือกเมล็ดมะขามดว้ยเมธานอล ชั งสารสกดั  .   0 g 
ละลายดว้ยเมธานอล กรองดว้ยกระดาษกรองเบอร์   ปรับปริมาตรให้ครบ   ml  นาํไปกรองอีกครั  ง
ผา่นกระดาษกรองที มีขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง  .   m สาํหรับการเตรียมสารสกดัเปลือกเมล็ดมะขาม
ดว้ยตวัทาํละลายอื น ๆ  เตรียมเช่นเดียวกบัสารสกดัเปลือกเมล็ดมะขามดว้ยเมธานอล  เพียงแต่ละลาย
ในตวัทาํละลายอื นตามตอ้งการ 
  . . .  การเตรียมเฟสเคลื อนที   
 สารละลาย A ไดแ้ก่ นํ  า (ปราศจากไอออน)   . %  อะซิโตไนไตรด ์2 % 
และกรดฟอสฟอริก 0.2 % 
 สารละลาย B ไดแ้ก่ อะซิโตไนไตรด ์  .  % นํ  า (ปราศจากไอออน)   %  
และกรดฟอสฟอริก  .  % 
  . . .   สภาวะของเครื องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ระบบชะลา้ง
แบบเกรเดียนทใ์นการหาปริมาณฟลาโวนอยด์ และกรดฟีโนลิก แสดงในตารางที   -  
 
ตารางที  5  สภาวะที เหมาะสมของเครื อง HPLC ที ใชใ้นการทดลอง 
 
สภาวะ พารามิเตอร์ 
คอลมัน์ 
อุณหภูมิคอลมัน์ 
เฟสเคลื อนที  
อตัราการไหล 
ปริมาณที ฉีด 
เครื องตรวจวดั 
คอลมัน์ C18 ความยาว     x  .  mm 
   ºC 
สารละลายเอ และสารละลายบี 
 .  ml/min 
   l 
ไดโอดอาร์เรยท์ี ความยาวคลื น     nm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
ตารางที  6 การตั งโปรแกรมที ใชใ้นระบบการชะลา้งแบบเกรเดียนทข์องคอลมัน์ HPLC ในการหา 
                 ปริมาณฟลาโวนอยดใ์นสารสกดัเปลือกเมล็ดมะขาม 
 
เวลา 
(min) 
สารละลาย B 
(%) 
สารละลาย A 
(%) 
อตัราการไหล 
(ml/min) 
 -   
  -   
  -   
  -   
  -   
  -   
  -   
   
  -   
  -   
  -   
   
 .  
 .  
 .  
 .  
 
ตารางที  7  การตั งโปรแกรมที ใชใ้นระบบการชะลา้งแบบเกรเดียนทข์องคอลมัน์ HPLC ในการหา 
ปริมาณกรดฟีโนลิกในสารสกดัเปลือกเมล็ดมะขาม 
 
เวลา 
(min) 
สารละลาย B 
(%) 
สารละลาย A 
(%) 
อตัราการไหล 
(ml/min) 
 -   
  -   
  -   
  -   
   
  -   
  -   
   
   
  -   
  -   
   
 .  
 .  
 .  
 .  
  
  .   การวดัปริมาณสารออกฤทธิ ในการต้านอนุมูลอสิระ 
   . .  การว ัดปริมาณฟีนอลรวม (Folin-Ciocalteu method) (Singleton and Ross, 
1965 และ Meda et al., 2005) 
     . . .  เตรียมสารละลาย Folin-Ciocalteu reagent เข้มข้น  .  M โดยปิเปต 
Folin-Ciocalteu reagent เขม้ขน้   M     ml ละลายดว้ยนํ ากลั นปรับปริมาตรให้ครบ     ml 
     . . .   เตรียมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตเขม้ข้น    g/l โดยชั ง โซเดียม
คาร์บอเนต  .  g ละลายดว้ยนํ ากลั น และปรับปริมาตรให้ครบ     ml 
  . . .   เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกเข้มข้น     g/ml โดยชั ง 
 .     g ละลายในนํ  ากลั นปรับปริมาตรให้ครบ     ml นาํมาเจือจางให้มีความเขม้ขน้ในช่วง    - 
     g/ml 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
  . . .  เตรียมสารสกดัเปลือกเมล็ดมะขาม เขม้ขน้    g/ml โดยชั งสารสกดั
เปลือกเมล็ดมะขาม  .     g ละลายในเอธานอล 2 ml และปรับปริมาตรให้ครบ     ml ดว้ยนํ ากลั น 
  . . .   ปิเปตสารละลายมาตรฐานหรือสารสกดั  .  ml  เติม Folin-Ciocalteu 
reagent  .  ml เขยา่ให้เขา้กนั เติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต  .  ml เขยา่ให้เขา้กนัตั งทิ งไว ้  ชม. 
นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที ความยาวคลื น     nm  
     . .  การว ัดปริมาณโปรไซยานิ ดิน ใช้วิ ธี  vanillin-HCl (Sun et al., 1998 และ 
Nakamura et al., 2003) ซึ  งดดัแปลงเล็กนอ้ย 
  . . .  เตรียม กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น  .  M โดยปิเปตกรดไฮโดรคลอริก
เขม้ขน้   .   ml ปรับปริมาตรดว้ยนํ ากลั นใหค้รบ     ml  
  . . .  เตรียมวานิลินเขม้ขน้   % ในเมธานอล โดยชั งวานิลิน   g ละลายดว้ย
เมธานอล และปรับปริมาตรจนครบ     ml 
  . . .  เตรียมสารมาตรฐาน catechin เข้มข้น     g/ml โดยชั ง catechin 
 .     g ละลายดว้ยเมธานอล 2 ml และปรับปริมาตรให้ครบ     ml ดว้ยนํ  ากลั น จากนั นนาํไปเจือ
จางดว้ยนํ ากลั นใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ตั งแต่ 1 -1   g/ml   
  . . .  เตรียมสารสกดัเปลือกเมล็ดมะขาม เขม้ขน้     g/ml โดยชั งสารสกดั
เปลือกเมล็ดมะขาม  .     g ละลายดว้ยเอธานอลและปรับปริมาตรให้ครบ    ml ดว้ยนํ ากลั น 
  . . .  ปิเปตสารมาตรฐานหรือสารสกดั  .  ml เติม   ml วานิลินเขม้ขน้   %  
เขยา่ให้เขา้กนั จากนั นเติม  .  ml กรดไฮโดรคลอริก  .  M เขยา่ให้เขา้กนั ตั งทิ งไว ้   นาที นาํไปวดั
ค่าการดูดกลืนแสงที ความยาวคลื น     nm 
 
  .   การทดสอบฤทธิ ต้านอนุมูลอสิระ 
   . .  วธีิ DPPH (Schlesier et al., 2002) 
  . . .  เตรียมสารละลาย DPPH เขม้ขน้  .   mM โดยการชั ง DPPH  .     g  
ละลายในเอธานอล ปรับปริมาตรให้ครบ     ml 
  . . .   เตรียมสารละลายมาตรฐาน (trolox, rutin, quercetin, ascorbic acid และ 
gallic acid) หรือสารสกัด โดยเตรียมสารละลายมาตรฐานหรือสารตวัอย่าง     g/ml โดยชั งสาร
มาตรฐานหรือสารสกดั  .     g  ละลายด้วยเอธานอล ปรับปริมาตรให้ครบ     ml ด้วยนํ  ากลั น 
จากนั นทาํการเจือจางให้ไดค้วามเขม้ขน้ต่าง ๆ ตามตอ้งการดว้ยนํ  ากลั น ดงัรายละเอียดในภาคผนวก 
ข ตาราง ข1  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
  . . .  ปิเปตสารละลายมาตรฐานหรือสารตวัอย่าง  .  ml  เติม สารละลาย 
DPPH  .  ml (ใชส้ารละลายมาตรฐานหรือสารละลายตวัอยา่งกบัสารละลาย DPPH ในอตัราส่วน  : 
 ) เขยา่ใหเ้ขา้กนั ตั งไวใ้นที มืด   นาที วดัค่าการดูดกลืนแสงที ความยาวคลื น     nm  
  . . .  นําค่าดูดกลืนแสงไปคาํนวณค่าร้อยละการยบัย ั ง (%Inhibition) ตาม
สมการที  ( ) (Abdelwahed et al., 2007)   
   % inhibition =   
blank
OD
sample
OD-
blank
OD
 x100 ...................( )  
                                         เมื อ ODblank = ค่าการดูดกลืนแสงที วดัได้ของสารละลายซึ  งไม่ไดเ้ติมสาร
มาตรฐานหรือสารสกดั 
                                               ODsample = ค่าการดูดกลืนแสงที  ว ัดได้ของสารละลายซึ  งเติมสาร
มาตรฐานหรือสารสกดั 
   . .  วิธี ABTS●+ (Re et al., 1999 และ Arts et al., 2004) 
     . . .  เตรียม ABTS ใหอ้ยูใ่นรูปของ ABTS●+  โดยใช ้ABTS  .  mM ผสม
กบัโพแทสเซียมเปอร์ซลัเฟต (K2S2O8) ความเขม้ขน้  .   mM ในอตัราส่วน   :   ตั งไวใ้นที มืด    
ชม. ก่อนนาํมาใช้ 
     . . .  เตรียมสารตวัอยา่งหรือสารมาตรฐาน ascorbic acid ความเขม้ขน้      
g/ml โดยชั งสารตวัอยา่งหรือสารมาตรฐาน  .     g ละลายนํ ากลั น ปรับปริมาตรให้ครบ     ml 
นาํไปเจือจางให้มีความเขม้ขน้ในช่วง     -     g/ml      
     . . .  ปิเปต ABTS●+  ml และปิเปต สารตวัอยา่งหรือสารมาตรฐาน    l  
เขยา่ให้เขา้กนัตั งทิ งไวใ้นที มืด    นาที นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที      nm 
  . . .   นําค่าการดูดกลืนแสงไปคาํนวณค่าร้อยละการยบัย ั ง (% inhibition) 
ตามสมการที  ( )   
 . .  วิธีวดัความสามารถในการจบัเหล็ก (chelating property) (Dinis et al., 1994 
และ Prathapan et al., 2010) 
  . . .  เตรียมสารละลาย ferrous chloride  .  mM โดยชั ง ferrous chloride 
0.0099 g ละลายในนํ ากลั น ปรับปริมาตรดว้ยนํ ากลั นใหค้รบ 25 ml    
  . . .  เตรียม ferrozine  .  mM โดยชั ง ferrozine   .     g ละลายในนํ  ากลั น 
ปรับปริมาตรดว้ยนํ ากลั นใหค้รบ    ml 
   . . .  เตรียมสารละลายมาตรฐาน BHA      g/ml โดยชั ง BHA  .  g 
ละลายในเอธานอล ปรับปริมาตรดว้ยเอธานอลให้ครบ     ml  นาํมาเจือจางดว้ยเอธานอลให้มีความ
เขม้ขน้ในช่วง     -     g/ml   
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
  . . .  เตรียมสารละลายตวัอย่าง       g/ml โดยชั งสารสกัดเปลือกเมล็ด
มะขาม  .  g ละลายดว้ยเอธานอลและ ปรับปริมาตรให้ครบ     ml ดว้ยนํ ากลั น นาํมาเจือจางดว้ยนํ  า
กลั นใหม้ีความเขม้ขน้ในช่วง    -     g/ml  
  . . .  ปิเปตสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขาม หรือสารมาตรฐาน มา   ml เติม 
    l ferrous chloride  .   mM เขย่าให้เข้ากันประมาณ    วินาที จากนั น เติม   l ferrozine  .   
mM เขยา่ให้เขา้กนั ตั งทิ งไว ้   นาที นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที ความยาวคลื น     nm  
   . . .  นาํค่าการดูดกลืนแสงไปคาํนวณค่าร้อยละการยบัย ั ง (% inhibition) ตาม
สมการที  ( )   
  .6.4 วิธี FRAP (ferric reducing antioxidant power assay) (Benzie and Strain, 
1996) 
   .6.4.   เต รี ย ม  300 mM acetate buffer pH   .   โ ด ย ชั  ง  sodium acetate 
(C2H3NaO2.3H2O)  .  g เติม glacial acetic acid  6 ml ปรับ pH ดว้ย acetic acid และปริมาตรสุดทา้ย
เป็น      ml ดว้ยนํ ากลั น  
  .6.4.  เตรียมสารละลาย TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine)  10 mM ใน  40 
mM กรดเกลือเขม้ขน้ ชั ง  .     g TPTZ เติมกรดเกลือเขม้ขน้    mM  ปรับปริมาตรใหค้รบ      ml  
  .6.4.  เตรียมกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้    mM โดยปิเปตกรดไฮโดรคลอริก
ความเขม้ขน้ (37%, 12.1 M) 3.31 ml ปรับปริมาตรให้ครบ 10   ml ดว้ยนํ ากลั น  
   .6.4.   เต รี ย ม  ferric chloride ค ว า ม เข้ ม ข้ น       mM ชั  ง  ferric chloride 
(FeCl3.3H2O)  .    g ปรับปริมาตรดว้ยนํ ากลั นให้ครบ      ml 
  .6.4.   เตรียม FRAP รีเอเจนท์ โดยนําอะซิ เตตบัฟ เฟอร์    ml ผสมกับ 
สารละลาย TPTZ  .  ml และเฟอร์ริกคลอไรด์  .  ml (ผสมในอตัราส่วน 10:1:1 และเตรียมสดก่อน
ใชง้าน) 
  .6.4.  เตรียมสารมาตรฐาน ferrous sulfate เขม้ข้น      mM โดยชั ง ferrous 
sulfate  .     g ละลายในนํ  ากลั น ปรับปริมาตรให้ครบ    ml นาํไปเจือจางดว้ยนํ  ากลั นให้มีความ
เขม้ขน้ในช่วง    -     mM 
  .6.4.  เตรียมสารสกดัเปลือกเมล็ดมะขามที ความเขม้ขน้    g/ml จาก stock 
solution      g/ml ปิเปตมา  .   ml ปรับปริมาตรให้ครบ    ml ดว้ยนํ ากลั น 
  .6.4.  ปิเปต FRAP รีเอเจนท ์  ml เติม สารมาตรฐานที ความเขม้ขน้ 
ต่าง ๆ หรือสารสกดัเปลือกเมล็ดมะขาม    l เขยา่ให้เขา้กนันาน   นาที ตั งทิ งไว ้  นาที นาํไปวดัค่า
การดูดกลืนแสงที ความยาวคลื น     nm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
 3.7 การทดสอบฤทธิ ทางชีวภาพของสารสกัด 
   . .1 วิธีวดัการตา้นการแตกตวัของเมด็เลือดแดง (Hemolysis) ดดัแปลงเล็กน้อยจาก
หลกัการของ hydrogen peroxide fragility test  (Melhorn et al., 1971; Fontaine and Valli, 1977) 
  . .1.  เตรียมสารละลาย phosphate buffer (PBS) เขม้ขน้  .  M โดยชั ง เกลือ 
sodium chloride   g   disodium hydrogen phosphate  .   g เกลือ potassium chloride  .   g และ 
potassium dihydrogen orthophosphate  .   g นาํสารทั งหมดมาละลายดว้ยนํ ากลั นพร้อมทั งปรับ pH 
ดว้ย sodium hydroxide  .     M ให้ได ้pH  .   และปรับปริมาตรใหค้รบ 500 ml ดว้ยนํ ากลั น  
  . .1.  เตรียมเม็ดเลือดแดง (RBC) วดัปริมาตร hematocrit ด้วยเครื  องว ัด 
hematocrit  (เพื อให้ทราบปริมาตรที แน่นอนของเม็ดเลือดแดง) นาํเลือดปริมาณ    ml เติม EDTA 
 .     g เพื อป้องกนัการแข็งตวัของเลือด จากนั นลา้งดว้ยสารละลาย PBS  .  M ซํ  า     ครั  ง ๆ ละ    
ml ปั นเหวี ยงที ความเร็ว      รอบต่อนาที ณ อุณหภูมิ   ºC  ตอ้ง เติม PBS ให้เท่ากบัปริมาตรของ 
plasma เมื อเริ มตน้ 
  . .1.  เตรียมสารละลาย hydrogen peroxide เขม้ขน้   % โดยนาํสารละลาย 
PBS เขม้ขน้  .  M ปริมาตร    ml ผสมกบั hydrogen peroxide เขม้ขน้    % ปริมาตร    ml เขยา่ให้
เขา้กนัเก็บไวใ้นที เยน็ 
                                . .1.  เตรียมสารมาตรฐาน trolox หรือสารสกดัเปลือกเมล็ดมะขาม โดยชั ง 
 .    g ละลายดว้ยเอธานอล  .  ml จากนั นปรับปริมาตรให้ครบ    ml ดว้ย สารละลาย PBS เขม้ขน้ 
 .  M และเตรียมสารสกดัและสารมาตรฐานที ความเขม้ขน้ในช่วง   .  -     g/ml 
  . .1.  ปิเปตสารละลาย PBS เขม้ขน้   .  M      l ปิเปตเมด็เลือดแดง     l 
เขยา่ให้เขา้กนั เติมสารมาตรฐานหรือสารสกดั  .  ml เขยา่ใหเ้ขา้กนั  เติม hydrogen peroxide เขม้ขน้ 
  %   ml เขยา่ให้เขา้กนั นาํไปเขยา่และบ่มที อุณหภูมิ    ºC     นาที จากนั นนาํไปปั นเหวี ยงให้
ตกตะกอนที       รอบต่อนาที เป็นเวลา    นาที นาํส่วนใสมาวดัค่าการดูดกลืนแสงที ความยาวคลื น 
    nm (Lalitha, Phil, and Selvam, 1999) 
   . .1.  นาํค่าการดูดกลืนแสงไปคาํนวณค่าร้อยละการยบัย ั ง (% inhibition) ตาม
สมการที  ( ) 
 
 3.8 การตกตะกอนแทนนินด้วยนมสด (Hagerman and Butler, 1980) 
  3.8.1 ชั งสารสกดัเปลือกเมล็ดมะขาม  .   กรัม ทาํการละลายสารสกดัจากเปลือก
เมล็ดมะขามดว้ยเอธานอล   ml ปรับปริมาตรดว้ยนํ ากลั นใหค้รบ 25  ml แบ่งเป็นหลอดละ   ml  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
   . .  ปิเปตนมสดพร่องมนัเนยตราหมี ในอตัราส่วนที ต่างกนั ตั งแต่    -     l ลง
ในสารสกดั เขยา่ให้เขา้กนัตั งไวต้กตะกอน    นาที นาํไปปั นเหวี ยงที ความเร็ว      g  ประมาณ    
นาที นาํส่วนใสมาวดัปริมาณฟีนอลรวมเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐานกรดแกลลิก 
 
4.  การวิเคราะห์ข้อมูล 
 ขอ้มูลที มีการวิเคราะห์ทางสถิติได้จากการทดลองที มีจาํนวนซํ  าของการทดลอง
เท่ากับ 3  ข้อมูลนําเสนอในรูปของค่าเฉลี ย (mean) ± ค่าเบี ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation) 
วิ เคราะห์ข้อมูลโดยใช้โปรแกรม Statistical Package for  the Social Sciences (SPSS) version 17
ทดสอบความแตกต่างของค่าความผนัแปร (variation) ของขอ้มูลในแต่ละกลุ่ม (test of homogeneity 
of variances) ดว้ยสถิติทดสอบ   Levene  ถา้ค่าความผนัแปรของขอ้มูลในแต่ละกลุ่มไม่แตกต่างกนั
อย่างมีนัยสําคญั (equal variances assumed) เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี ยของทุกกลุ่มด้วย
การวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบทางเดียว (One way  ANOVA (analysis of variances)  ถ้ามีความ
แตกต่างอยา่งมีนยัสําคญั ทดสอบความแตกต่างของค่าเฉลี ยในแต่ละคู่ดว้ยวิธี Tukey  ในกรณีที ขอ้มูล
ในแต่ละกลุ่มมีค่าความผันแปรไม่เท่ากัน  (equal variance not assumed) ทดสอบความแตกต่าง
ค่ า เฉ ลี  ยของทุ ก ก ลุ่ ม โดย Welch และ  Brown-Forsythe test  ถ้าแตก ต่างกัน อย่างมี นัยสํ าคัญ 
เปรียบเทียบค่าเฉลี ยระหวา่งคู่ที แตกต่างดว้ยวิธี Dunnett’s T3  ในโครงการวิจยันี  ถือวา่ขอ้มูลมีความ
แตกต่างทางสถิติอยา่งมีนยัสําคญัที  p ≤ 0.05  
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บทที    
 ผลและวิจารณ์การทดลอง 
 
1.  ผลการสกัดด้วยตัวทําละลายต่าง ๆ 
 การสกัดเปลือกเมล็ดมะขาม โดยใช้การสกัดแบบ soxhlet ด้วยตัวทาํละลายต่างชนิดคือ 
เอธานอล เมธานอล นํ  ากลั น อะซิโตน เอทิลอะซิเตรต เฮกเซน ผลการทดลองแสดงว่า สารสกดัจาก 
เอธานอลมีร้อยละของการสกดัมากที สุด รองลงไปคือ เมธานอล นํ  ากลั น เมธานอลกบัอะซิโตน (แช่) 
เมธานอลกบัอะซิโตนซึ  งสกดัไดใ้กลเ้คียงกบันํ  ากบัอะซิโตนตามลาํดบั (ตารางที  8)  ผลการสกดัดว้ย
ตวัทาํละลายต่างชนิดกันทาํให้ ลกัษณะทางกายภาพ คือสีของสารสกัดและความสามารถในการ
ละลายแตกต่างกนั  สารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามที สกดัดว้ยตวัทาํละลายที มีจุดเดือดตํ า ระเหยได้
ง่าย คือเมธานอล  เมธานอลกบัอะซิโตน สารที สกดัไดม้ีลกัษณะแข็งจบัตวัเป็นกอ้น ละลายไดดี้ในตวั
ทาํละลาย เช่น เมธานอล เอธานอล เป็นตน้ และใช้เวลาไม่นานเพื อระเหยตวัทาํละลายออกไป  ส่วน
สารสกดัที สกดัดว้ยตวัทาํละลายที มีจุดเดือดสูง ระเหยไดย้าก คือ เอธานอล นํ ากลั น มีลกัษณะขน้เหลว 
หรือเป็นวุน้ ละลายไดย้าก  และใชเ้วลานานในการระเหยตวัทาํละลายออกไป สารที มีความสามารถ
ในการละลายในเอธานอลสูงสุด ไดจ้ากการสกดัดว้ยเมธานอล รองลงมาคือสารสกดัจากเมธานอล
กับอะซิโตน (แช่)  นํ  ากับอะซิโตน  เมธานอลกับอะซิโตน นํ  ากลั น และเอธานอล ตามลําดับ  
นอกจากนั น สารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามดว้ยตวัทาํละลายต่างชนิดกนั สามารถละลายในเมธา
นอลไดดี้ที สุด รองลงมาคือเอธานอล และนํ ากลั น ตามลาํดบั (ตารางที  9)  
 
ตารางที  8 นํ าหนกัของสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามที สกดัดว้ยตวัทาํละลายต่างชนิด 
 
ตัวทําละลาย นํ าหนักก่อนสกัด (g) นํ าหนักหลงัสกัด (g) % การสกัด 
EtOH 
MeOH 
W 
MeOH+Ac 
W +Ac 
MeOH+Ac (แช่) 
50.00 
50.00 
50.00 
50.00 
50.00 
52.00 
31.53 
29.84 
23.10 
12.04 
12.45 
19.80 
63.06 
59.68 
46.21 
23.97 
23.95 
37.83 
 สารสกดัที ไดจ้ากวธีิ soxlet: EtOH หมายถึงสารสกดัจากเอธานอล   MeOH หมายถึงสารสกดัจากเมธานอล      
W หมายถึงสารสกดัจากนํ  า  MeOH+Ac หมายถึงสารสกดัจากเมธานอลกบัอะซิโตน   (1:1 v/v)  W +Ac หมายถึง
สารสกดัจากนํ  ากบัอะซิโตน (1:1 v/v)   
MeOH+Ac (แช่) หมายถึงสารสกดัจากเมธานอลกบัอะซิโตนดว้ยวิธีการแช่ (1:1  v/v) ก่อนสกดัต่อดว้ยวิธี soxlet 
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ตารางที  9  ลกัษณะทางกายภาพของสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามที สกดัดว้ยตวัทาํลายต่างชนิด 
 
ตัวทําละลาย ลกัษณะทางกายภาพของสารสกดั 
 
EtOH 
เป็นวุน้กึ งแข็งกึ งเหลว สีแดงเลือดนก มนัวาว ละลายไดย้าก เมื อเปรียบเทียบ
กบัสารสกดัจากตวัทาํละลายอื น ๆ กากที เหลือจากการละลายมีลกัษณะเป็นวุน้
สีแดงขนาดเล็ก 
MeOH 
เป็นของแขง็ สีแดงเลือดนก มนัวาว ละลายไดดี้ที สุด เมื อเปรียบเทียบกบัสาร
สกดัจากตวัทาํละลายอื น ๆ    
W 
เป็นของเหลวขน้ สีแดงเลือดนก มีความสามารถละลายมากกวา่ เมื อเทียบกบั  
สารสกดัจาก เอธานอล ตะกอนที เหลือจากการละลายมีลกัษณะเป็นแผน่สีแดง
ขนาดเล็ก 
MeOH +Ac 
 
เป็นของแขง็ สีแดงเลือดนก มนัวาว ละลายไดง่้าย  ตะกอนที เหลือจากการ
ละลาย มีลกัษณะเป็นผงสีดาํแดงขนาดเล็ก 
 
W +Ac 
เป็นของแขง็ สีแดงเลือดนก มนัวาว ละลายไดง่้าย  ตะกอนที เหลือจากการ
ละลาย มีลกัษณะเป็นผงสีดาํแดงขนาดเล็ก 
MeOH +Ac(แช่) 
เป็นของแขง็ สีแดงเลือดนก มนัวาว ละลายไดง่้าย ตะกอนที เหลือจากการ
ละลาย มลีกัษณะเป็นผงสีดาํแดงขนาดเล็ก 
สารสกดัที ไดจ้ากวิธี soxlet: EtOH หมายถึงสารสกดัจากเอธานอล   MeOH หมายถึงสารสกดัจากเมธานอล   
W หมายถึงสารสกดัจากนํ  า  MeOH+Ac หมายถึงสารสกดัจากเมธานอลกบัอะซิโตน   (1:1 v/v)  W +Ac หมายถึง
สารสกดัจากนํ  ากบัอะซิโตน (1:1 v/v)   
MeOH+Ac (แช่) หมายถึงสารสกดัจากเมธานอลกบัอะซิโตนดว้ยวิธีการแช่ (1:1  v/v) ก่อนสกดัต่อดว้ยวิธี soxlet 
 
 
2.  ผลการทําสารสกัดให้บริสุทธิ ด้วยคอลมัน์ sephadex LH 20 
 ก่อนที จะทาํสารสกดัจากเมธานอลกบัอะซิโตน (แช่) ใหกึ้ งบริสุทธิ   โดยผา่นคอลมัน์ 
sephadex LH 20 ไดท้าํการสกดัซํ  าดว้ยนํ าและเอทิลอะซิเตรต เพื อทาํการแยกสารสกดัออกเป็น   ส่วน 
โดยคาดวา่สารที อยูใ่นชั นเอทิลอะซิเตรตนั นเป็นกลุ่มสารที ออกฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระ จากผลการสกดั
ซํ  าดว้ยนํ า และเอทิลอะซิเตรต พบวา่สารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามส่วนใหญ่อยูใ่นชั นของนํ า ทาํให้
ไดส้ารสกดัหยาบในชั นนํ า และเอทิลอะซิเตรต ดงัผลการทดลองในแผนภาพที  8 
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   สารสกดัหยาบของเปลือกเมล็ดมะขาม (MeOH +Ac(แช่)) 
                                                      (9.2218 g) 
 
                                                                 
      
       สารสกดัหยาบชั นนํ า (FW)            สารสกดัหยาบ ชั นเอทิลอะซิเตรต (EtAc) 
                 (7.6577 g)                                               (0.8056 g) 
 
แผนภาพที  8 ผลของการเตรียมสารสกดัก่อนการทาํให้บริสุทธิ  ดว้ยคอลมัน์ sephadex LH     
   
จากนั นนาํสารสกดัหยาบจากชั น EtAc มาทาํให้กึ งบริสุทธิ  ดว้ยคอลมัน์ sephadex LH 20 ทาํ
การชะดว้ยเมธานอล  แยกสารสกดัออกเป็นแต่ละแฟรกชนัไดท้ั งหมด   แฟรกชนั (F , F , F , F , F  
และ F )  นาํแต่ละแฟรกชนัมาทดสอบฤทธิ  การตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี DPPH  พบวา่ F2, F3 และ F4  
มีฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระดีกวา่แฟรกชนัอื น  หลงัจากนั น นาํแฟรกชนั F ,  F  และ F4 มาทาํกึ งบริสุทธิ 
อีกครั  งดว้ย sephadex LH 20 พบวา่แฟรกชนั F  สามารถแยกออกเป็น   แฟรกชนั ไดแ้ก่  F . - F .   
แฟรกชนั F  สามารถแยกออกเป็น   แฟรกชนัไดแ้ก่  F . - F .   แฟรกชนั F4 สามารถแยกออกเป็น 
4  แฟรกชัน ได้แก่ F4.1-F4.4 จากนั น นาํแฟรกชนัย่อย F2.1-F2.4 มาทดสอบฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระ
ดว้ยวิธี DPPH  ผลของการแยกสารสกดัหยาบ EtAc  การทาํบริสุทธิ  ของแฟรกชัน F2, F3  และ F4 
แสดงในแผนภาพที  9- 2  ตามลาํดบั และสรุปรวมในตารางที  10 
                                                 
                    
                                          สารสกดัหยาบ EtAc (646 mg) 
                                                                       ชะดว้ยเมธานอล 
                                                                     หลอด 
 
 
 
              F                  F                    F                 F                      F                     F  
           (42.3 mg)   (190.3 mg)     (218.7 mg)      (123.6 mg)       (26.4 mg)        (5.4 mg)       
 
แผนภาพที  9 ผลการแยกสารสกดัหยาบ EtAc ดว้ย sephedex LH    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 41  
 
 
                           สารสกดัหยาบจากชั น F  (154.2 mg) 
                                                                      ชะดว้ยเมธานอล 
                                                                   หลอด 
 
                     
                             F .             F .                  F .             F .               F .                
                            (4.7 mg)       (26.9 mg)      (93.2 mg)      (25.6 mg)      (13.5 mg) 
 
แผนภาพที  10 ขั นตอนในการแยกสารสกดัหยาบจากชั น F  ดว้ย sephedex LH    
 
 
 
                 สารสกดัหยาบจากชั น F  (139 mg) 
                                                                      ชะดว้ยเมธานอล 
                                                                 หลอด 
 
 
                     
                                        F .             F .                  F .                  
                                    (3.5 mg)      (89.3 mg)         (43.4 mg) 
       
 แผนภาพที   1  ขั นตอนในการแยกสารสกดัหยาบจากชั น F  ดว้ย sephedex LH    
     
 
 
 
สารสกดัหยาบจากชั น F  (98.3 mg) 
                                                                      ชะดว้ยเมธานอล 
                                                                 หลอด 
 
                     
                                             
                                 F .              F .                F .              F .               
                        (9.3 mg)       (28.4 mg)      (34.4 mg)     (26.4 mg) 
 
แผนภาพที   2  ขั นตอนในการแยกสารสกดัหยาบจากชั น F   ดว้ย sephedex LH    
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ตารางที  10  นํ าหนกัของสารสกดั และ % recovery ของสารสกดัก่อนและหลงัการทาํบริสุทธิ   ดว้ย
คอลมัน์ sephadex LH    
 
สารสกัด นํ าหนัก (mg) % Recovery  
MeOH+Ac* 
EtAc 
FW 
F1 
F2 
F3 
F4 
F5 
F6 
F2.1 
F2.2 
F2.3 
F2.4 
F2.5 
F3.1 
F3.2 
F3.3 
F4.1 
F4.2 
F4.3 
F4.4 
9.2218 x 103 
805.6 
7.6577 x 103 
42.3 
190.3 
218.7 
123.6 
26.4 
5.4 
4.7 
26.9 
93.2 
25.6 
13.5 
3.5 
89.3 
43.4 
9.3 
28.4 
34.4 
26.4 
- 
8.73 
83.03 
6.54 
29.45 
33.85 
19.13 
4.08 
0.83 
3.04 
17.44 
60.44 
16.60 
8.75 
2.51 
64.24 
31.22 
9.46 
28.89 
34.99 
26.85 
           *สารสกดัก่อนทาํบริสุทธิ  ดว้ย sephadex LH    
   แฟรกชนั F2.5, F3.1-F3.3, F4.1-F 4.4) ไม่ไดต้รวจวดัฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระของ DPPH 
                เนื องจากสารมีปริมาณนอ้ยมาก 
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 .  ผลการพิสูจน์เอกลกัษณ์ทางเคมีของสารสกัดจากเปลือกเมล็ดมะขาม 
  การพิสูจน์เอกลกัษณ์ทางเคมีของสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขาม เพื อบ่งบอกคุณลกัษณะ
เบื องตน้ของสารสกดัใช้เทคนิคทาง  UV-VIS spectrometry, FT-IR, การทดสอบคุณสมบติัเบื องต้น
ของสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ และวิธี HPLC  
  .   UV-Vis spectrometry เป็นการอาศยัลักษณะการดูดกลืนแสงในช่วงคลื นตั งแต่ 
   -    nm ของสารสกดัหยาบที สกดัดว้ยตวัทาํละลายชนิดต่าง ๆ เปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน ซึ  ง
ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  oligomeric proanthocyanidins (OPCs), rutin, quercetin, gallic acid, catechin, 
epicatechin, luteolin, apigenin และ myricetin  ผลการทดลองพบวา่ สารสกดัที สกดัดว้ยตวัทาํละลาย
ต่างชนิดกนั มีลกัษณะของสเปคตรัมและ  max ใกลเ้คียงกนักบั OPCs, catechin และ epicatechin ซึ  ง
มีค่าการดูดกลืนแสงที ความยาวคลื นเท่ากบั    .   nm แสดงวา่สารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขาม มี 
OPCs,  catechin และ epicatechin เป็นองคป์ระกอบ  ภาพสเปคตรัมของสารมาตรฐานต่าง ๆ แสดงใน
ภาพประกอบที  4-14 ส่วนสเปคตรัมของสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามที สกดัดว้ยตวัทาํละลายต่าง
ชนิดแสดงในภาพประกอบที  15 
 
 
 
ภาพประกอบที  4 สเปคตรัมของสารมาตรฐาน OPCs 
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ภาพประกอบที  5 สเปคตรัมของสารมาตรฐาน rutin 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบที  6 สเปคตรัมของสารมาตรฐาน quercetin 
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ภาพประกอบที  7  สเปคตรัมของสารมาตรฐาน gallic acid 
 
ภาพประกอบที  8  สเปคตรัมของสารมาตรฐาน catechin 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบที  9 สเปคตรัมของสารมาตรฐาน epicatechin  
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ภาพประกอบที  10 สเปคตรัมของสารมาตรฐาน luteolin 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบที  11 สเปคตรัมของสารมาตรฐาน apigenin 
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ภาพประกอบที  12 สเปคตรัมของสารมาตรฐาน myricetin 
 
 
ภาพประกอบที   3 สเปคตรัมของสารมาตรฐาน kaempferol 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบที   4 สเปคตรัมของสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามดว้ยตวัทาํละลายต่างชนิด 
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ความยาวคลื นของ myricetin (nm)  
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max =    .   nm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 48  
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบที   5 สเปคตรัมของสารมาตรฐานกบัสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขาม 
 
  .  เทคนิค FT-IR หมู่ฟังก์ชั นที มีอยูใ่นโมเลกุลของสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามที 
สกัดด้วยตวัทาํละลายต่างชนิด เมื อวิเคราะห์ด้วยเทคนิค FT-IR  พบว่ามีลักษณะของสเปคตรัมที 
คลา้ยคลึงกนั ประกอบดว้ยหมู่ฟังกช์นัหลกัที เหมือนกนั ไดแ้ก่ C=C, C=O,-CO- และ หมู่ –OH ซึ  งหมู่
ฟังกช์นัหลกัเหล่านี  เหมือนกบัหมู่ฟังกช์นัที พบในกลุ่มของสารประกอบฟีนอลริก ดงันั น จึงตอ้งมีการ
พิสูจน์เอกลกัษณ์ดว้ยเทคนิคอื น เพื อยืนยนัสูตรโครงสร้าง เช่น MS หรือ NMR เป็นตน้ ลกัษณะของ
สเปคตรัมของสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามที สกดัดว้ยสารละลายต่างชนิด แสดงในภาพประกอบ
ที   6-2  
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ความยาวคลื นของสารมาตรฐานและสารสกดั (nm)
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apigenin
max =    .   nm 
ความยาวคลื นของสารมาตรฐานและสารสกดั (nm) 
OD 
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ภาพประกอบที   6  สเปคตรัมของสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขาม (EtOH) 
 
ภาพประกอบที   7  สเปคตรัมของสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขาม (MeOH) 
 
 
sภาพประกอบที   8  สเปคตรัมของสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขาม (W) 
C=C,C=O 
C=C, C=O 
OH 
C=C,C=O 
-CO- 
C-H 
C-H 
C-H 
OH 
OH 
 OH 
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ภาพประกอบที   9  สเปคตรัมของสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขาม (MeOH+Ac) 
 
 
ภาพประกอบที  20 สเปคตรัมของสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขาม (W+Ac) 
 
ภาพประกอบที  21 สเปคตรัมของสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขาม (MeOH+Ac (แช่)) 
C=C,C=O 
OH 
C=C,C=O 
C-H 
C=C, C=O 
-CO- 
C-H 
C-H 
OH 
OH 
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  .  การพิสูจน์เอกลักษณ์ของสารสกัดด้วยเทคนิค TLC เมื อเปรียบเทียบกับสาร
มาตรฐาน พบว่าสารสกัดจากเปลือกเมล็ดมะขามมีองค์ประกอบของ OPCs,  catechin และ 
epicatechin โดยสังเกตจากค่า Rf  ซึ  งผลการทดลองนี   (ภาพประกอบที  22-23 และตารางที  11) 
สอดคลอ้งกนักบัการศึกษาดว้ยเทคนิค UV-VIS spectrophotometry  
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบที  22 การเคลื อนที ของสารมาตรฐานและสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามบน
แผน่ TLC และพน่ดว้ยสารละลาย DPPH เขม้ขน้  .  M 
 หมายเลข           =  rutin     = quercetin     = epicatechin gallate     
                        =  catechin    = epicatechin      = gallic acid  
               = myricetin    =  naringenin     = apigenin  
                = สารสกดัจากเมล็ดองุ่น (OPCs)   = MeOH  
               = EtOH     = W       = MeOH+W  
               = MeOH+Ac(แช่)         = MeOH +Ac 
            1  =  FW 
 
 
 
 
1      2           3         4      5     6        7     8         9    10    11   12      13     14  15    16   17 
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*Ca หมายถึง catechin, Epi หมายถึง epicatechin 
 
 
ภาพประกอบที   3 การเคลื อนที ของสารมาตรฐานและสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามบน
แผน่ TLC และพน่ดว้ยสารละลาย DPPH เขม้ขน้  .  M 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
F2.3  OPC      Ca          Epi         F2.3     F3.3      F2.3      F4.2     F5 
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ตารางที  11  ค่า Rf ของสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามและสารมาตรฐาน 
 
สารมาตรฐาน/สารสกดั ระยะทาง (cm) ค่า Rf 
Apigenin 
Catechin 
Epicatechin 
Epicatechin gallate 
Gallic acid 
Myricetin 
Naringenin 
OPCs 
Quercetin 
Rutin 
EtOH 
MeOH 
W 
MeOH+Ac 
MeOH+W 
MeOH+Ac (แช่) 
Solvent front 
- 
2.2 
2.2 
1.4 
- 
3.2 
6.6 
6.1, 7.9 
- 
- 
2.2, 6.0 
2.2, 6.1, 7.9 
- 
6.1 
2.2 
 . , 6.1, 7.9 
 .  
- 
0.23 
0.23 
0.15 
- 
0.34 
0.71 
0.66, 0.85 
- 
- 
0.23, 0.65 
0.23, 0.66, 0.85 
- 
0.66 
0.23 
0.23, 0.66, 0.85 
- 
 
 
  .   การตรวจสอบทางเคมีเบื องต้นของสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ 
   . .  ผลการตรวจสอบสารกลุ่มฟลาโวนอยด ์
   จาก Pew  test  พบวา่สารสกดัเมื อทาํปฏิกิริยากบัผงสังกะสี และกรด HCl  
เกิดเป็นสีแดงอ่อน แสดงวา่ในสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามมีสารกลุ่ม flavonol  
   การทดสอบปฏิกิริยากบัด่าง พบวา่สารสกดัเมื อทาํปฏิกิริยากบั ammonia 
T.S. เกิดเป็นสีส้มออกนํ าตาล แสดงวา่ในสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามมีสารกลุ่ม flavanonol  
   . .  ผลการตรวจสอบแอนโธไซยานิน  
   จากการทดลองพบวา่ เมื อหยด ammonia T.S. สังเกตเห็นการเปลี ยนแปลง
จากสีแดงเป็นสีนํ าเงิน  แสดงวา่ในสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามมีสารกลุ่มแอนโธไซยานิน 
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   . .  ผลการตรวจสอบลิวโคแอนโธไซยานิน 
   จากการทดลองพบวา่ เมื อนาํสารสกดัเติมกรด HCl แลว้นาํไปตม้ 
สังเกตเห็นเหลืองออกนํ าตาล แสดงวา่ในสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามมี catechin  
 จากผลตรวจสอบทางเคมีเบื องตน้ พบว่าสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามเป็นสารในกลุ่ม 
ฟลาโวนอยด์  แอนโธไซยานิน และลิวโคแอนโธไซยานิน ผลการทดลองที ไดส้อดคลอ้งกบังานวิจยั
ของ Tsuda et al. (1994) และ Sudjaroen et al. (2005)  ที มีการรายงานก่อนหนา้นี   
  
  .  การตรวจสอบโดยวิธีโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  ชนิดและปริมาณของ
สารประสอบฟีนอลลิกของสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามดว้ยตวัทาํละลายต่างชนิด และสารสกดัที 
ท ําบริสุทธิ  ด้วยคอลัมน์ sephadex LH    ได้รับการตรวจสอบโดยวิธีโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูง จากการวิเคราะห์สารมาตรฐานคือ  catechin, epicatechin, rutin, quercetin, procyanidin 
B1, procyanidin B2, myricetin, luteolin, resveratrol, naringenin, apigenin แล ะ  keampferol ทํา ใ ห้
ทราบเวลารีเทนชัน (Rt) และพื นที ใต้กราฟของสารมาตรฐานข้างต้น นํามาสร้างกราฟมาตรฐาน
ระหว่างความเขม้ขน้และพื นที ใต้พีค รวมถึงคาํนวณหาปริมาณสารประกอบ     ฟีนอลริก ผลการ
ทดลองในตารางที  11 พบว่าสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามที สกดัดว้ยเมธานอลกบัอะซิโตน (แช่) 
และเมธานอล มีปริมาณสารประกอบกลุ่มฟีนอลริกลิกมากที สุด ซึ  งสารที พบส่วนใหญ่ประกอบดว้ย 
catechin, epicatechin,  myricetin, และ procyanidin B1  เป็นตน้ ทั งนี  เนื องจากตวัทาํละลายแต่ละชนิด
มีความเป็นขั ว (dielectric constant) แตกต่างกนั ทาํให้มีความสามารถในการสกดัแตกต่างกนั โดย
อาศยัหลักการว่าสารประเภทเดียวกนัจะละลายไดใ้นตวัทาํละลายประเภทเดียวกนั (like dissolves 
like) นํ  ามีความเป็นขั วมากที สุด เมื อเปรียบเทียบกบั เมธานอล เอทานอล และอะซิโตนตามลาํดับ 
ดังนั น เมธานอล จึงเป็นตัวทาํละลายที ดีที สุดในการสกดั แต่ข้อเสียของเมธานอลคือระเหยได้ช้า
กวา่อะซิโตน จึงไดน้าํอะซิโตนมาผสมกบัเมธานอลเพื อช่วยลดเวลาในการระเหยตวัทาํละลาย  จาก
การทดลอง (ตารางที  11) เมธานอลสามารถสกดั catechin, naringenin, apigenin, และ ascorbic acid 
ไดสู้งสุด  สังเกตไดว้า่ถา้สกดัดว้ยเมธานอลกบัอะซิโตนโดยวิธี soxhlet สามารถสกดัสารกลุ่มฟีนอล
ริกได้น้อยกว่าการสกดัแบบเยน็ (แช่ทิ งไวก่้อน) แลว้สกดัต่อโดย soxhlet  ทั งนี   อาจเป็นเพราะการ
สกดัแบบเย็นช่วยป้องกนัการสลายตวัของสารตา้นอนุมูลอิสระบางชนิด ซึ  งจะสลายตวัเมื อได้รับ
ความร้อนที สูงเกินไป การสกดัแบบเยน็ยงัช่วยเพิ มประสิทธิภาพของการสกดัให้สูงขึ น โดยสารสกดั 
MeOH+Ac (แช่) สามารถสกดัสาร epicatechin, quercetin, myricetin, gallic acid  และ vanillic acid 
ได้สูงสุดและสามารถสกดัสารประกอบฟีนอลลิกไดห้ลากหลายชนิด เมื อเทียบกบัตวัทาํละลายอื น 
ส่วนผลการตรวจวดัปริมาณสารกลุ่มฟีนอลริกในสารสกดัผา่นการทาํบริสุทธิ  ดว้ยคอลมัน์ sephadex 
LH 20 (ตารางที  12) พบวา่ปริมาณสารกลุ่มฟีนอลริกในแต่ละแฟรกชนัมีความแตกต่างกนั  แฟรกชนั 
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F2.2 และ F2.3 พบสารประกอบฟีนอลลิกสูงกวา่แฟรกชนัอื น โดย แฟรกชนั F2.3 พบสารกลุ่มฟีนอล
ริกในปริมาณสูงและหลายชนิดสุด มีขอ้น่าสังเกตคือ สารที พบในแฟรกชนัส่วนใหญ่เหมือนกนักบัที 
พบในสารสกดัก่อนทาํบริสุทธิ   เช่น catechin, epicatechin และ  naringenin  เป็นต้น  ดังนั น ในการ
ควบคุมคุณภาพของสารสกดั ซึ  งเป็นผลิตภณัฑ์ธรรมชาติที มีความแปรปรวน น่าจะสามารถใชป้ริมาณ
ของสารประกอบฟีนอลลิกที พบในปริมาณสูง เช่น myricetin, catechin  และ epicatechin เพื อเป็น
ดชันีชี  แนะฤทธิ  ทางชีวภาพของสารสกดัได ้ นอกจากนี  ยงัพบว่าสารสกดัที ได้ทาํให้บริสุทธิ  นั น แต่
ละแฟรกชันมีปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระแตกต่างกนัขึ นกบัขนาดของโมเลกุลของสารตา้นอนุมูล
อิสระ ถา้สารที มีโมเลกุลขนาดใหญ่จะถูกชะออกมาก่อนสารที มีโมเลกุลขนาดเล็ก  ตารางที   2 แสดง
ค่า retention time และค่าสัมประสิทธิ  ของความสัมพนัธ์ (correlation coefficient) ของสารมาตรฐานที 
ใช้ในการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ตารางที  13 และ 14 แสดงค่า
การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลลิกของสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามที สกดัด้วยทาํตวั
ละลายต่างชนิดและที ผา่นการทาํบริสุทธิ  ดว้ยคอลมันs์ephadex LH 20 ตามลาํดบั 
 
 
ของสารมาตรฐานที  ค่าสัมประสิทธิ  ของความสัมพนัธ์เวลารีเทนชนั สมการเส้นตรง และ  2ตารางที   
ใชอ้า้งอิงในเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Rt หมายถึงค่า retention time, R2 หมายถึงค่าสัมประสิทธิ  แห่งความสัมพนัธ์ 
สารมาตรฐาน Rt สมการเส้นตรง R
2 
Catechin 
Epicatechin 
Kaempferol 
Luteolin 
Myricetin 
Naringenin 
Proanthocynin B1 
Proanthocynin B2 
Rutin 
Resveratrol 
Quercetin 
8.960 
10.151 
32.303 
30.098 
24.142 
32.303 
13.678 
16.5   
11.542 
26.368 
20.8882 
Y = 8.089x-4882.7 
Y = 5949.9x-568.19 
Y = 92607x-23185 
Y = 93464x+4295.8 
Y = 62581x-32510 
Y = 2256.6+1003.7 
Y = 1667.5x+31041 
Y = 2039.3x+115656 
Y = 52454x-6272.2 
Y = 30173x-75411 
Y = 51892x-1367.4 
0.9998 
0.9996 
0.9991 
0.9999 
0.9989 
0.9995 
0.9941 
0.9989 
0.9993 
0.9984 
1.0000 
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สารมาตรฐาน EtOH MeOH W MeOH+Ac W+Ac MeOH+Ac (แช่) 
Mean (mg/g) ±SD Mean (mg/g) ±SD Mean (mg/g) ±SD Mean (mg/g) ± SD Mean (mg/g) ± SD mean(mg/g)±SD 
Catechin 16.44 ± 0.30 41.85±0.31 3.52 ± 0.04 4.98 ± 0.15 1.96 ± 0.04 17.51 ± 0.66 
Epicatechin 0.28 ± 0.00 0.20±0.74 0.07 ± 0.00 0.39 ± 0.01 0.53 ± 0.00 3.27 ± 0.02 
ProcyanidinB1 3.01 ± 0.10 not found <0.025  0.78 ± 0.20 0.74 ± 0.02 2.42 ± 0.02 
ProcyanidinB2 0.025 ± 0.02 not found < 0.05 (µg/g) 0.40 ± 0.00 0.60 ± 0.00 not found 
Quercetin 0.012 ± 0.00 0.20 ± 0.02 not found 0.039 ± 0.00 not found 1.91 ± 0.04 
Myricetin 0.18 ±0.05 14.02 ± 1.49 8.54 ± 2.54 0.038 ± 0.00 17.15 ± 0.54 38.15 ± 2.03 
Luteolin not found not found not found 0.016 ± 0.02 not found 0.005 ± 0.00 
Naringenin 0.034 ± 0.00 0.69 ± 0.08 not found not found 0.016 ± 0.00 0.11 ± 0.00 
Apigenin 0.034 ± 0.00 0.98 ± 0.00 not found not found 0.02 ± 0.00 0.029 ± 0.00 
Ascorbic acid 0.18 ± 0.00 3.42 ± 0.02 0.95±0.05 0.54 ±0.07 0.40 ± 0.01 0.79 ± 0.05 
Gallic acid 0.47 ± 0.04 not found not found not found 0.34 ± 0.00 0.41 ± 0.00 
Vanillic acid 0.04 ± 0.00 not found 0.13 ± 0.01 0.12 ± 0.01 0.09 ± 0.00 0.14 ± 0.00 
Lactic acid 0.034 ± 0.00 not found not found not found 0.004 ± 0.00 0.01 ± 0.00 
รวม 20.76 61.39 13.23 7.31 21.88 64.80 
ร้อยละ/กรัมแหง้ 
(g/100g)  2.76 6.14 1.32 0.731 2.18 6.48 
ค่าทีแสดงเป็นค่าเฉลียของสารประกอบฟีนอลิกทีวเิคราะห์ดว้ย HPLC จาํนวน 3 ซํ5 าของแต่ละตวัอยา่ง 
 
ตารางที  13 ผลการวเิคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลลิก ในสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขาม ทีOสกดัดว้ยสารละลายต่าง ๆ  โดยวธิี HPLC  
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สารมาตรฐาน F21 F22 F23 F24 F25 
mean(µg/g)±SD mean(µg/g)±SD mean(µg/g)±SD mean(µg/g)±SD mean(µg/g)±SD 
Catechin 0.83 ± 0.00 1135.26 ± 8.50 1600.00 ± 30.00 12.14 ± 0.24 4.42±0.11 
Epicatechin 0.06 8± 0.001 29.37 ± 1.49 93.00 ± 0.00 0.498 ± 0.02 0.120±0.012 
ProcyanidinB1 < 25 89.90 ± 4.62 310.00 ±0.00 < 25 < 25 
ProcyanidinB2 not found 66.33 ± 4.72 240.00 ± 30.00 0.519 ± 0.075 43.398±0.00 
Quercetin 0.11 ± 0.00 1.80 ± 0.03 10.00 ± 0.00 0.288±0.003 0.157±0.003 
Myricetin not found 0.220 ± 0.00 1.00 ± 0.00 not found not found 
Luteolin not found not found 0.041±0.02  <0.01 µg/g) 0.025±0.001 
Naringenin 63.52 ± 3.28 not found 2.85 ± 0.24  not found not found 
Apigenin not found not found 1.85 ± 0.03  not found not found 
Ascorbic acid 2.23 ±0.08 1.56  ± 0.00 30.00  ±0.00 5.35 ± 0.01 3.396±0.016 
Gallic acid not found not found 40.00 ±0.00 5.58 ± 0.75 1.130±0.318 
Vanillic acid 4.48 ± 0.58 0.27 ± 0.02 not found 0.80 ± 0.05 not found 
Lactic acid not found not found 10.00 ±0.00 not found not found 
รวม 71.24 1324.74 2360.00 25.19 52.652 
ร้อยละ/กรัมแหง้
(g/100g) 0.007 0.132 0.237 0.003 0.005 
ตารางที "4 ผลการวเิคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลลิก ในสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขาม ซึ งผา่นการทาํบริสุทธิA ดว้ยคอลมัน์ sephadex LH 20 โดยวธิี HPLC  
ค่าทีแสดงเป็นค่าเฉลียของสารประกอบฟีนอลิกทีวเิคราะห์ดว้ย HPLC จาํนวน 3 ซํ5 าของแต่ละตวัอยา่ง 
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ตารางที 14 (ต่อ)        
สารมาตรฐาน 
F31 F32 F33 F41 F42 F43 F44 
mean(µg/g) ± SD mean(µg/g) ±SD mean(µg/g) ±SD mean(µg/g)±SD mean(µg/g)±SD mean(µg/g)±SD mean(µg/g)±SD 
Catechin 1.12 ± 0.00 3.06 ± 0.01 23.39 ± 0.14 0.478±0.011 40.91 ± 0.71 19.95 ± 0.11 9.64 ± 0.24 
Epicatechin not found 0.15 ± 0.01 0.20 ± 0.01 not found 0.30 ± 0.10 0.24 ± 0.01 not found 
ProcyanidinB1 < 25  not found not found < 25  < 25 < 25 not found 
ProcyanidinB2 < 0.05  0.16 ± 0.030  < 0.05  < 0.05  < 0.05  < 0.05  < 0.05  
Quercetin 0.017 ± 0.00 0.12 ± 0.00 0.27 ± 0.00 not found 2.40 ± 0.00  not found not found 
Myricetin not found 0.053 ± 0.00 0.35 ± 0.01 not found 0.45 ± 0.00 0.47 ±0.01 not found 
Luteolin < 0.01 0.006 ± 0.00 0.26 ± 0.00 not found 0.09 ± 0.00 0.23 ± 0.01 0.04 ± 0.00  
Naringenin 0.98 ± 0.02 0.045 ± 0.00 not found 0.666 ± 0.000 1.51 ± 0.02 2.42 ± 0.05 not found 
Apigenin not found 0.092 ± 0.00 not found not found 0.56 ± 0.00 0.67 ±0.00 not found 
Ascorbic acid 1.47 ± 0.00 0.92 ± 0.03 3.08 ± 0.03 3.013 ± 0.041 4.26 ± 0.02 5.05 ±0.04  4.49 ± 0.02  
Gallic acid not found 0.88 ± 0.02 2.51  ± 0.12 not found 11.11 ± 0.71 5.38 ± 0.26 4.43 ± 0.13 
Vanillic acid not found 0.10 ± 0.00 0.56 ± 0.00 not found 1.23 ± 0.02 0.58 ± 0.06 not found 
Lactic acid not found 0.06 ± 0.00 0.34 ± 0.01 not found 0.15 ± 0.00 not found not found 
รวม 3.605 5.682 31.002 4.157 63.017 35.024 18.616 
ร้อยละ/กรัมแหง้
(g/100g) 0.0003 0.001 0.003 0.0004 0.006 0.004 0.002 
ค่าทีแสดงเป็นค่าเฉลียของสารประกอบฟีนอลิกทีวเิคราะห์ดว้ย HPLC จาํนวน 3 ซํ5 าของแต่ละตวัอยา่ง 
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 .  ผลทดสอบการหาปริมาณสารออกฤทธิ ในการต้านอนุมูลอิสระ 
 ผลการทดสอบปริมาณฟีนอลิกรวม และปริมาณ procyanidin ในสารสกดัจากเปลือกเมล็ด
มะขามที สกดัดว้ยวิธีและตวัทาํละลายที แตกต่างกนัจากตารางที   5  แสดงวา่สารที สกดัดว้ยเมธานอล
กบัอะซิโตนแช่ มีปริมาณฟีนอลิกรวมสูงสุดเมื อเปรียบเทียบกบัสารสกดัดว้ยนํ ากบัอะซิโตน และเมธา
นอลกบัอะซิโตน ตามลาํดับ ในทาํนองเดียวกนั ปริมาณ procyanidin มีค่าสูงสุดในสารที สกดัด้วย
เมธานอลกบัอะซิโตนแช่ ส่วนสารที สกดัดว้ยนํ  ากบัอะซิโตน และเมธานอลกบัอะซิโตนมีปริมาณ 
procyanidin ที ไม่แตกต่างกนั ทั งนี  เป็นผลสืบเนื องจากวิธีการสกดัและตวัทาํละลายที ใช้ในการสกดั
ที แตกต่างกนั  การสกดัแบบเยน็ (แช่) ช่วยลดการสลายตวัของสารตา้นอนุมูลอิสระ  ช่วยให้ปริมาณ
สารต้านอนุมูลอิสระไม่สลายไปกบัความร้อนที ใช้ในการสกดั ส่งผลให้ปริมาณฟีนอลิกรวม และ
ปริมาณ procyanidin มีค่าสูงสุดเมื อเทียบกบัการสกดัดว้ยวธีิอื น   
 
ตารางที   5 ปริมาณฟีนอลิกรวมและปริมาณ procyanidin ในสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขาม 
 
สารสกดั 
ปริมาณฟีนอลิกรวม 
(mg/g แห้งของเปลือกมะขาม) ± SD 
ปริมาณ procyanidin 
(mg/gแห้งของเปลือกมะขาม ) ± SD 
MeOH+Ac 
W+Ac 
MeOH+Ac(แช่) 
128.27 ± 1.01a 
157.97 ± 1.95b 
   .   ± 5.82c 
9.54 ± 1.02a 
10.79 ± 0.80a 
42.24 ± 0.61b 
ค่าเฉลี ยในคอลมัน์เดียวกนัที มีอกัษรที แตกต่างกนั มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p < 0.05) 
 
 .  ผลการทดสอบฤทธิ ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากเปลือกหุ้มเมล็ดมะขามในตัวทําละลายต่าง
ชนิด 
  .   การตรวจสอบด้วยวิธี DPPH  ฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระของสารมาตรฐาน และสาร
สกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามที สกดัดว้ยตวัทาํละลายต่างชนิด รวมถึงแฟรกชนัต่าง ๆ ที ผา่นการทาํให้
กึ งบริสุทธิ   แสดงในตารางที  16-18  ผลการเปรียบเทียบฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัจากเปลือก
เมล็ดมะขามดว้ยตวัทาํละลายต่างชนิด (ตารางที  16) พบวา่ในกรณีที ใชต้วัทาํละลายชนิดเดียวในการ
สกดัสาร ตวัทาํละลายเมธานอล สามารถสกดัสารที มีฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระ  DPPH ได ้> เอธานอล > 
นํ  า  (p ≤  0.05) สารที สกดัดว้ยเมธานอลกบัอะซิโตน, เมธานอลกบัอะซิโตนแช่,  นํ  ากบัอะซิโตน 
และ เมธานอล มีค่า IC50 ใกล้เคียงกัน คือปริมาณ 6.76- 8.43 g/ml และสารที สกัดได้มีฤทธิ  ตา้น
อนุมูลอิสระสูงกวา่สารที ไดจ้ากการสกดัด้วยเอธานอล และนํ  ากลั น (p ≤ 0.05)  (ตารางที  16)  เมื อ
เปรียบเทียบค่า IC50 ของสารสกดักบัสารมาตรฐานพบว่าให้ผลที แตกต่างกนั ขึ นกบัว่าเปรียบเทียบ
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ฤทธิ  ของสารสกดักบัสารมาตรฐานใด สารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามที สกดัดว้ยเมธานอลกบัอะซิ
โตน, เมธานอลกบัอะซิโตน (แช่),  นํ  ากบัอะซิโตน และ เมธานอล มีค่า IC50   ไม่แตกต่างจากสาร
มาตรฐาน trolox และ ascorbic acid  แต่มีฤทธิ  ต ํ ากวา่สารมาตรฐาน quercetin และ gallic acid  และมี
ฤทธิ  สูงกวา่สารมาตรฐาน rutin (p ≤ 0.05)   
  ในกรณีที เปรียบเทียบฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดักบัสารมาตรฐาน trolox และ 
ascorbic acid โดยรายงานเป็นค่า TEAC (trolox equivalent antioxidant capacity) และค่า AEAC 
(ascorbic acid equivalent antioxidant capacity) ตามลาํดบั (ตารางที  16)  พบวา่สารที ไดจ้ากการสกดั
ดว้ย เมธานอลกบัอะซิโตน, เมธานอลกบัอะซิโตน (แช่) และนํ ากบัอะซิโตน มีฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระ
ใกลเ้คียงกนั และมีค่าสูงกวา่สารที สกดัดว้ยตวัทาํละลายชนิดเดียวกนัแต่ปราศจากอะซิโตน คือตวัทาํ
ละลาย เอธานอล เมธานอล  และนํ า (ในกรณีของ TEAC)  และตวัทาํละลายเอธานอลและนํ า (ใน
กรณีของ AEAC)   ดงันั น การใชต้วัทาํละลายมากกวา่หนึ งชนิด หรือใชอ้ะซิโตนเป็นสารสกดัร่วม 
สามารถส่งเสริมการสกดัสารที มีฤทธิ  กาํจดัอนูลอิสระของ DPPH ใหม้ีประสิทธิภาพสูงขึ นอยา่งมี
นยัสาํคญั (p ≤ 0.05)   โดยเฉพาะเมื อพิจารณาในกรณีของนํ า  ที เป็นตวัทาํละลายที มีประสิทธิภาพ
ตํ าสุดในการสกดัสาร ไม่วา่จะแสดงค่าเป็น IC50, TEAC หรือ AEAC (p ≤ 0.05) (ตารางที  16)  แต่
ถา้ใชอ้ะซิโตนเป็นสารสกดัร่วม (W+Ac) อะซิโตนสามารถเพิ มประสิทธิภาพในการสกดัสารให้
เทียบเท่าตวัทาํละลายเดี ยวชนิดอื นที มีประสิทธิภาพสูงกวา่ในการสกดั   และฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระ
ของสารที สกดัดว้ยเมธานอลกบัอะซิโตน, เมธานอลกบัอะซิโตน (แช่) และนํ ากบัอะซิโตน เมื อเทียบ
เป็นค่า TEAC และ AEAC มีค่าดีกวา่สารมาตรฐาน rutin  แต่ดอ้ยกวา่สารมาตรฐานอื น คือ trolox, 
ascorbic acid, quercetin และ gallic acid  อนึ ง ในบรรดาสารมาตรฐานที ใช ้gallic acid และ rutin 
เป็นสารมาตรฐานที มีฤทธิ  ในการกาํจดัอนุมูลอิสระ DPPH ไดสู้งสุดและตํ าสุดตามลาํดบั 
 ส่วนสารที สกดัด้วยเมธานอลกบัอะซิโตน (แช่) ตามด้วยการทาํให้บริสุทธิ  ด้วยคอลัมน์ 
sephedex LH 20 มีฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระสูงกวา่สารที ยงัไม่ผา่นการทาํให้บริสุทธิ   เมื อแสดงเป็นค่า 
IC50 และ TEAC (ในแฟรคชัน F2 และ F3 ) (p ≤ 0.05) (ตารางที  17 ) โดยแฟรกชัน F2 มีฤทธิ 
ตา้นอนุมูลอิสระสูงสุดอยา่งมีนยัสําคญั (p ≤ 0.05)  ทั งนี อาจเป็นเพราะในสารสกดัหยาบที ยงัไม่ได้
ผา่นการทาํบริสุทธิ   อาจมีสารชนิดอื นซึ  งไม่มีฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระรวมอยูด่ว้ย แต่เมื อนาํสารสกดัมา
ทาํการสกดัซํ  า และทาํให้บริสุทธิ  ด้วยคอลมัน์ sephadex LH 20 จึงทาํให้ได้สารที มีฤทธิ  ต้านอนุมูล
อิสระในแฟรกชนั F2 และ F3  ที มีความบริสุทธิ  มากขึ น ส่งผลใหไ้ดฤ้ทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระมากขึ น 
 เมื อนาํแฟรกชนั F2 ที มีฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระสูงสุดมาทาํใหกึ้ งบริสุทธิ  เพิ มขึ นอีกโดยผา่น
คอลมัน์ sephadex LH20  และแยกแฟรกชนัพบวา่  เมื อแฟรกชนัมีความบริสุทธิ  เพิ มขึ น นอกจากไม่มี
ฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระสูงกวา่แฟรกชนั F2 ที ยงัไม่ผา่นการทาํใหกึ้ งบริสุทธิ   (ตารางที  18)  ทุกแฟรกชนั
กลบัมีฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระลดลง ทั งนี อาจเเป็นเพราะลกัษณะตามธรรมชาติของสารในกลุ่มพีนอล
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ริก กลุ่มสารที ใหฤ้ทธิ  ในการตา้นอนุมูลอิสระที ดีนั น จาํเป็นตอ้งอาศยัการทาํงานร่วมกนัของสารชนิด
ต่าง ๆ  แต่เมื อผา่นการทาํบริสุทธิ   สารชนิดต่าง ๆ ถูกแยกออกไปในแต่ละแฟรกชนั ทาํใหฤ้ทธิ  ในการ
ตา้นอนุมูลอิสระของแต่ละแฟรกชนัลดลง ดงันั นการทาํสารสกดัให้บริสุทธิ  มีทั งขอ้ดี และขอ้เสีย  การ
ทาํสารสกดัให้บริสุทธิ  ตอ้งอยูใ่นระดบัที เหมาะสม  จึงมีฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระเพิ มขึ น  แตถ่า้สารสกดั
ถูกทาํใหบ้ริสุทธิ  มากเกินไป ฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระอาจจะมีค่าลดลง   ทั งนี ขึ นกบัส่วนประกอบของ
สารออกฤทธิ  ต่าง ๆ ในสารสกดัที จะมีปฎิกริยาร่วมกนัในการทาํงาน  ซึ  งอาจแตกต่างกนัไปขึ นกบั
ชนิดของสารสกดั 
 
ตารางที   6  ค่า IC50, TEAC, AEAC ของสารมาตรฐานและสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามที สกดั 
                ดว้ยตวัทาํละลายต่างชนิด (เมื อตรวจสอบโดยวธีิ DPPH) 
 
สาร IC50 (µg /ml) ± SD mgTEAC/mg ± SD mgAEAC/mg ± SD 
Trolox 5.31 ± 0.12cdf 1.00 ± 0.00hi 0.93 ± 0.02hi 
Rutin 15.12 ± 0.48i 0.35 ± 0.01c 0.33 ± 0.01c 
Quercetin 3.29 ± 0.09b 1.62 ± 0.05j 1.50 ± 0.04j 
Ascorbic acid 4.93 ± 0.02cdf 1.08 ± 0.03hi 1.00 ± 0.00hi 
Gallic acid 0.77 ± 0.01a 6.93 ± 0.27k 6.43 ± 0.10k 
EtOH 50.07 ± 0.72j 0.11 ± 0.00b 0.10 ± 0.00b 
MeOH 8.43 ± 0.12fh 0.44 ± 0.33d 0.41 ± 0.31df 
W 117.09 ± 0.33k 0.05 ± 0.00a 0.04 ± 00a 
MeOH+Ac 6.76 ± 0.24efg 0.79 ± 0.01efg 0.73 ± 0.03efg 
W+Ac 6.99 ± 0.21efg 0.76 ± 0.01efg 0.71 ± 0.02efg 
MeOH+Ac(แช่) 6.98 ± 0.39cdefgh 0.76 ± 0.03efg 0.71 ± 0.04defg 
ค่าเฉลี ยในคอลมัน์เดียวกนัที มีอกัษรที แตกต่างกนั มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p < 0.05) 
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ตารางที   7  ค่า IC50, TEAC, AEAC ของสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามที สกดัดว้ยตวัทาํละลาย 
MeOH +Ac (แช่) และนาํมาทาํใหกึ้ งบริสุทธิ  โดยการแยกแฟรกชนั (เมื อตรวจสอบโดย
วิธี DPPH) 
 
สาร IC50 (µg /ml) ± SD mgTEAC/mg ± SD mgAEAC/mg ± SD 
MeOH + Ac (แช่) 6.98 ± 0.39c 0.76 ± 0.03b 0.71 ± 0.04cde 
F2 5.02 ± 0.24a 1.06 ± 0.06d 0.98 ± 0.04ef 
F3 5.72 ± 0.06b 0.93 ± 0.02c 0.86 ± 0.01def 
F4 7.05 ± 0.24c 0.75 ± 0.02b 0.70 ± 0.03cd 
F5 15.12 ± 0.27e 0.35 ± 0.01a 0.33 ± 0.01a 
F6 13.51 ± 0.15d 0.39 ± 0.01a 0.37 ± 0.01b 
*แฟรกชนั F1 ประกอบดว้ยสารที ใชช้ะลา้งคอลมัน์เป็นหลกั จึงไม่ไดน้าํมาวเิคราะห์สถิติ  
 
ตารางที   8   ค่า IC50, TEAC, AEAC ของสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามแฟรกชนั 2 ที นาํมาทาํให้
กึ งบริสุทธิ  อีกครั  งโดยแยกแฟรกชนั (เมื อตรวจสอบโดยวธีิ DPPH) 
 
สาร IC50 (µg /ml) ± SD mgTEAC/mg ± SD mgAEAC/mg ± SD 
F2 5.02 ± 0.24a 1.06 ± 0.06d 0.98 ± 0.04d 
F2.2 16.77 ± 1.23d 0.32 ± 0.02a 0.30 ± 0.02a 
F2.3 8.38 ± 0.69b 0.64 ± 0.04c 0.59 ± 0.05c 
F2.4 11.12 ± 0.19c 0.48 ± 0.02b 0.44 ± 0.01b 
*แฟรกชนั F2.1 มีปริมาณนอ้ยมาก ไม่สามารถวดัฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระได ้
 
  .   การตรวจสอบโดยวิธี ABTS●+  ผลการทดสอบพบวา่สารสกดัจากเปลือกเมล็ด
มะขามที สกดัดว้ยตวัทาํละลายต่างชนิดกนั มีค่า IC50  ใกลเ้คียงกนัประมาณ  .   mg/ml ซึ  งใกลเ้คียง
กบัค่า IC50  ของสารมาตรฐาน ascorbic acid แสดงวา่สารสกดัมีฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระ เทียบเท่าสาร
มาตรฐาน ascorbic acid เมื อตรวจสอบดว้ยวธีิ ABTS●+ ดงัสังเกตจากค่า AEAC ซึ  งมีค่าใกลเ้คียงหรือ
เท่ากบั   ซึ  งผลการทดลองสอดคลอ้งกบัผลที ตรวจสอบโดยวิธี DPPH โดยสารสกดัดว้ยเมธานอล
กบัอะซิโตน (แช่) เมธานอลกบัอะซิโตน และนํ ากบัอะซิโตน มีฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระใกลเ้คียงกนั 
(ตารางที   9 และภาพประกอบที   4) 
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ตารางที   9  ค่า IC50 และ AEAC ของสารมาตรฐานและสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขาม เมื อ 
                    ตรวจสอบโดยวิธี  ABTS●+ 
 
สารมาตรฐาน/สารสกัด IC50 (mg/ml) ± SD  
mgAEAC /mg 
± SD 
Ascorbic acid 
MeOH+Ac 
W+Ac 
MeOH+Ac (แช่) 
0.19 ± 0.01a 
0.20 ± 0.03a 
0.18 ± 0.01a 
0.18 ± 0.01a 
1.00 ±  0.00a 
0.98 ±  0.28a 
1.07 ±  0.05a 
1.03 ±  0.06a 
ค่าเฉลี ยในคอลมัน์เดียวกนัที มีอกัษรที แตกต่างกนั มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p < 0.05) 
 
 
ภาพประกอบที   4 ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่า % Inhibition ของสารมาตรฐานกบัสาร 
                                            สกดัจากเปลือกเมล็ดมะขาม เมื อตรวจสอบดว้ยวธีิ ABTS●+ 
 
 
  .   การตรวจสอบโดยวธิี chelating property ผลการทดสอบพบวา่สารสกดัเปลือก
เมล็ดมะขามทั ง   ชนิดมี chelate activity ใกลเ้คียงกนั (ตารางที  20) และสารสกดัทั ง 3 ชนิดมีค่า 
IC50  เทียบเท่าสารมาตรฐาน butyl hydroxyl anisole (BHA) แสดงวา่สารสกดัมีความสามารถในการ
แยง่ ferrozine ในการจบักบั Fe+2 เทียบเท่าสารมาตรฐาน BHA หรือสารสกดัสามารถ chelate Fe+2  
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เท่า BHA  คุณสมบติัของสารสกดัที สามารถ chelate กบั Fe+2 มีความสาํคญัยิ ง เนื องจาก transition 
metals โดยเฉพาะ  Fe+2 มีบทบาทชกันาํใหเ้กิดปฎิกริยา Fenton (Fenton reaction) ในเซลลข์อง
สิ งมีชีวิต  สารตวักลางที มีฤทธิ  ออกซิไดซ (oxidizing intermediate) จากปฎิกริยา Fenton เช่น 
superoxide และ hydroxyl radical  สามารถชกันาํใหเ้กิดความเสียหายต่อ macromolecule ต่างๆ
ภายในเซลล์  เช่น ทาํใหเ้กิด  initiation และ propagation ของ lipid peroxidation ที  membrane  
เกิดการออกซิไดซ์กรดอะมิโน และ DNA งานวิจยัในปัจจุบนัชี ชดัถึงบทบาทและความสาํคญัของ 
Fenton chemistry ในทางชีววิทยาที เป็นสาเหตุหรือเกี ยวขอ้งกบัพยาธิสภาพที พบในโรคต่าง ๆ 
มากมาย เช่น กระบวนการแก่ (aging process)  การเกิดมะเร็ง โรคเกี ยวกบัความเสื อมของระบบ
ประสาท และโรคหวัใจ เป็นตน้ (Halliwell, 2006; Prousek, 2007; Barbusiński, 2009)  ดงันั น 
สารสกดัที มีคุณสมบติัเป็น chelating agent สาํหรับ Fe+2  จึงสามารถลดปริมาณ transition metals 
ที ชกันาํให้เกิด lipid peroxidation  และลดความเสียหายของ macromolecule อื นภายในเซลล์ โดย
ลดปริมาณของสารตวักลางที มีฤทธิ  ออกซิไดซ์ต่าง ๆ ที เกิดจากปฎิกริยา Fenton  
 
ตารางที  20   ค่า IC50 ของสารมาตรฐาน และสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขาม เมื อตรวจสอบโดยวธีิ  
                   chelating property 
 
สาร IC50( mgของสารสกัด/ml) ± SD 
BHA 0.91 ± 0.05a 
MeOH+Ac 0.86 ± 0.06a 
W+Ac 0.85 ± 0.18a 
MeOH+Ac(แช่) 0.99 ± 0.11a 
    ค่าเฉลี ยในคอลมัน์เดียวกนัที มีอกัษรต่างกนั มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั 
    ทางสถิติ (p< 0.05) 
 
 5.4  การตรวจสอบโดยวธิี FRAP ผลการตรวจสอบ (ตารางที  21) พบวา่สารที ไดจ้ากการ
สกดัเปลือกเมล็ดมะขามดว้ยเมธานอลกบัอะซิโตน (แช่) มีความสามารถสูงสุดเมื อเทียบกบัสารสกดัที 
ไดจ้ากตวัทาํละลายอื น (p ≤ 0.05)  ในการรีดิวซ์  Fe (TPTZ)(III) ใหเ้ปลี ยนเป็น Fe (TPTZ)(II) ซึ  งมี
สีนํ าเงินเขม้ขึ นตามความเขม้ขน้ของสารตา้นอนุมูลอิสระ โดยสารสกดัที ไดจ้ากเมธานอลกบัอะซิ
โตน (แช่) มีความสามารถในการรีดิวซ์สูงกวา่สารมาตรฐาน trolox  23.76% ความสามารถในการ
รีดกัชนัของสารที สกดัดว้ยนํ  ากบัอะซิโตน มีค่าเทียบเท่าสารมาตรฐาน trolox  ส่วนสารที ไดจ้ากการ
สกดัดว้ยเมธานอลกบัอะซิโตน มีฤทธิ  ต ํ าสุด โดยมีความสามารถในการรีดิวซ์นอ้ยกวา่สารสกดัที ได้
จากการสกดัดว้ยเมธานอลกบัอะซิโตน (แช่)  42.4%  ดงันั น ถึงแมจ้ะใชต้วัทาํละลายแบบเดียวกนัใน
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 65  
 
การสกดั แต่วิธีการสกดัที ใชแ้ตกต่างกนั คือใช ้soxlet (ในกรณีของ เมธานอลกบัอะซิโตน) และ 
maceration   (ในกรณีของ เมธานอลกบัอะซิโตน (แช่)) สารสกดัที ไดจ้ะมีความสามารถในการ
รีดิวซ์ต่างกนั จึงเป็นไปไดว้า่ ขั นตอนของการสกดัแบบเยน็โดยแช่ทิ งไวก่้อน ต่อดว้ยการสกดัดว้ย 
soxlet  มีผลลดการทาํลายสารออกฤทธิ  ในปฎิกริยารีดกัชนัไดดี้กวา่ ส่วนสารตา้นอนุมูลอิสระผา่น
กลไกอื น เช่น การกาํจดัอนุมูลอิสระ DPPH●   ABTS●+ และคุณสมบติัในการ chelate Fe+2 ไม่มี
อิทธิพลของวิธีการสกดัโดยใช ้soxlet หรือการทาํ maceration ก่อนแต่อยา่งใด (ตารางที  16 และ 
ตารางที  19-20) 
 
ตารางที  21 ปริมาณฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขาม เปรียบเทียบกบัสาร 
                     มาตรฐาน trolox  เมื อตรวจสอบโดย FRAP assay 
 
สารสกดั mgTEAC/mg สารสกดั ± SD 
Trolox 1.01 ± 0.02bc 
MeOH +Ac 0.72± 0.06a 
W + Ac 0.92± 0.08bc 
MeOH+Ac (แช่) 1.25 ± 0.04d 
  
6.  ผลทดสอบฤทธิ ทางชีวภาพของสารสกัด 
การตรวจสอบโดยวิธีการตา้นการแตกตวัของเม็ดเลือดแดง (hemolysis) ผลการตรวจสอบ
พบวา่สารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามที สกดัดว้ยเมธานอลกบัอะซิโตน (แช่) มีฤทธิ  ตา้นการแตกตวั
ของเม็ดเลือดไดดี้กวา่สารมาตรฐาน trolox เล็กนอ้ย เมื อเทียบที ความเขม้ขน้เดียวกนั (ภาพประกอบที  
25 และ 26)  ภาพประกอบที   4- 5 ตดัออก?? 
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ภาพประกอบที   5  ความสัมพนัธ์ระหวา่งการยบัย ั งการแตกตวัของเม็ดเลือดแดงกบัความ  
                            เขม้ขน้ของสารมาตรฐาน Trolox 
                               
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบที   6  ความสัมพนัธ์ระหวา่งการยบัย ั งการแตกตวัของเมด็เลือดแดงกบัความ 
                                            เขม้ขน้ของสารสกดัจากเมล็ดมะขามที สกดัดว้ยเมธานอลกบัอะซิโตน  
                                        (แช่) 
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7.  ผลการตกตะกอนแทนนินด้วยนมสด 
 เนื องจากสารในกลุ่มแทนนินเป็นสารที มีความเป็นพิษเมื อนาํมาใชใ้นเซลล์ของสิ งมีชีวิต 
ดงันั นจึงมีการศึกษาการตกตะกอนแทนนินเพื อกาํจดัส่วนที เป็นพิษออกก่อนที จะนาํมาศึกษาในขั น
ต่อ ๆ ไป จากผลการทดลองพบวา่โปรตีนจากนมสด (พร่องมนัเนย ตราหมี) ในปริมาณ 200 l เป็น
ปริมาณสูงสุดที เหมาะสมในการตกตะกอนแทนนิน เพราะถา้ใส่โปรตีนจากนมสดมากเกินไป จะทาํ
ให้สารต่าง ๆ ที มีฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระที อยูใ่นสารสกดัเปลือกเมล็ดมะขามตกตะกอนออกมาดว้ย ทาํ
ให้ปริมาณโพลิฟีนอลนอ้ย และฤทธิ  การตา้นอนุมูลอิสระอาจจะลดลงดว้ย ผลการทดลองการ
ตกตะกอนแทนนินของสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามแสดงในภาพประกอบที  27 
 
 
 
ภาพประกอบที   7  ความสัมพนัธ์ระหวา่งปริมาณนมที ใชใ้นการตกตะกอนแทนนินของ  
                               สารสกดัจากเมล็ดมะขามกบัปริมาณฟีนอลรวมของสารสกดั 
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บทที    
 สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 
 ในการสกดัสารตา้นอนุมูลอิสระจากเปลือกเมล็ดมะขาม โดยใชก้ารสกดัแบบ soxlet ดว้ยตวั
ทาํละลายชนิดต่าง ๆ ไดแ้ก่ เอธานอล เมธานอล นํ  ากลั น นํ  ากบัอะซิโตน เมธานอลกบัอะซิโตน และ
เมธานอลกบัอะซิโตน (แช่) พบว่าสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขาม ซึ  งสกดัด้วย เอธานอลมีร้อยละ
ของการสกดัมากที สุด (63%)  สารสกดัดว้ยเมธานอลกบัอะซิโตน (แช่) มีปริมาณฟีนอลิกรวม และ
ปริมาณ procyanidin สูงสุด จากการนาํสารสกดัด้วยเมธานอลกบัอะซิโตน (แช่) มาทาํบริสุทธิ  ดว้ย
คอลมัน์ sephadex LH    พบวา่ทั งแฟรกชนั F2 และ F3 มีฤทธิ  ในการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี DPPH  
เมื อแสดงค่าเป็น IC50 และ TEAC ดีกว่าสารสกดัที ยงัไม่ผ่านการทาํบริสุทธิ   และมีค่าสูงกว่า fraction 
อื น ๆ ผลการพิสูจน์เอกลกัษณ์ทางเคมีดว้ย วิธีต่าง ๆ คือ TLC, UV-VIS spectrometry FT-IR และการ
ทดสอบคุณสมบติัเบื องตน้ของสารประกอบฟีนอลลิก พบวา่ผลการทดลองนั นสอดคลอ้งกนั คือสาร
สกดัมีองคป์ระกอบของ OPCs,  catechin และ epicatechin  ผลตรวจวดัปริมาณสารในกลุ่มฟีนอลดว้ย
เทคนิค HPLC พบวา่สารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามที สกดัดว้ยเมธานอลกบัอะซิโตน (แช่) และเมธา
นอล มีปริมาณสารประกอบกลุ่มฟีนอลลิกสูงสุด และเมื อทดสอบฤทธิ  ในการตา้นอนุมูลอิสระทั งทาง
เคมีและชีวภาพ ดว้ยวิธีต่าง ๆ คือ DPPH, ABTS+ chelating property และ FRAP พบว่าสารสกดัดว้ย
เมธานอลกบัอะซิโตน (แช่)  เมธานอลกบัอะซิโตน และ นํ  ากบัอะซิโตนมีฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระที 
ใกลเ้คียงกนั  ยกเวน้ในกรณีของการทดสอบดว้ยวิธี FRAP ที สารสกดัจากเมธานอลกบัอะซิโตน (แช่) 
ให้ค่าสูงสุด และสารสกดัจากเมธานอลกบัอะซิโตนใหค้่าตํ ากวา่ประมาณ 42%  
 
ข้อเสนอแนะ 
1. สารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามนั นมีฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระที ดี ดังนั นควรนําสารสกดัมา
ประยกุตใ์ชเ้พื อศึกษาในดา้นอื นๆ เช่น เภสัชศาสตร์ เครื องสําอาง และอาหารเสริมสุขภาพ เป็นตน้ 
2. ในการพฒันาสารสกดัเพื อเป็นผลิตภณัฑ์ต่าง ๆ สามารถเพิ มประสิทธิภาพไดโ้ดยทาํสารสกดั
ให้บริสุทธิ  ขึ นในระดับหนึ  ง  แต่ถ้าพยายามทาํให้บริสุทธิ  ยิ งขึ น ประสิทธิภาพของฤทธิ  ตา้นอนุมูล
อิสระของสารสกดัแทนที จะเพิ มขึ นกลบัลดลง ดงันั นในรูปของผลิตภณัฑ์ที จะถูกพฒันาในเชิงการคา้
ไม่ควรใช้ในรูปของสารบริสุทธิ   แต่ควรอยู่ในรูปของสารสกัดที ถูกทําให้กึ  งบริสุทธิ  ในระดับที 
เหมาะสม 
3. แมก้ารวิเคราะห์ทางสถิติแสดงวา่สารที สกดัดว้ยนํ  ากบัอะซิโตน  เมธานอลกบัอะซิโตน และ 
เมธานอลกบัอะซิโตน (แช่)  มีฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระที ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสําคญัที ค่า p <0.05  แต่
มีขอ้น่าสังเกตว่าค่าตวัเลขที แสดงฤทธิ  ต้านอนุมูลอิสระของกลุ่มที สกดัด้วยเมธานอลกบัอะซิโตน 
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(แช่) มกัมีค่าสูงกวา่ทุกครั  งในหลากหลายวธีิทดสอบที ใช ้และมีค่าสูงกวา่สารสกดัอื นเมื อทดสอบโดย
ใช้วิธี FRAP  ดงันั น จึงขอเสนอแนะวา่ ในการสกดัสารจากเปลือกเมล็ดมะขามครั  งต่อไป ควรเลือก
วิธีการสกดัแบบเย็น (คือการแช่ทิ งไว)้ ตามด้วยการสกดัแบบร้อน (soxhlet) ทั งนี  เพราะว่าการสกดั
แบบเยน็นั นช่วยลดการสลายตวัของสารตา้นอนุมูลอิสระบางชนิด และการสกดัโดยใช ้ soxhlet ช่วย
ให้มีร้อยละของการสกดัเพิ มมากขึ น เป็นการเพิ มประสิทธิภาพในการสกดั และตวัทาํละลายที ใชค้วร
เป็นเมธานอลกบัอะซีโตนในอตัราส่วน 1 : 1 โดยปริมาตร 
4. งานวิจยันี  ชี  แนะว่า วิธีที เหมาะสมที สุดในการเตรียมสารสกดัคือทาํให้กึ  งบริสุทธิ   เพราะมี
ฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระสูงสุด  กรรมวิธีคือนาํสารสกดัหยาบที ไดจ้ากการสกดัดว้ย เมธานอลกบัอะซิ
โตนดว้ยวิธีการแช่ มาสกดัต่ออีก 2 ครั  ง ดว้ยการใช้นํ  าและเฮกเซนในอตัราส่วน 1:1 (โดยปริมาตร)  
ทั งนี  เพื อกาํจดัสารกลุ่ม nonpolar เช่น ไขมนั  wax และ คลอโรฟิลล์ ออกไปกบัเฮกเซน  นาํชั นนํ  ามา
สกัดต่อด้วยเอธิลอะซิเตรต ระเหยแห้งที  45oC ได้สารสกัดหยาบเอธิลอะซิเตรต ที นํามาทาํให้กึ  ง
บริสุทธิ  อีกครั  งโดยการผ่านคอลมัน์ sephadex LH20 และเก็บแฟรคชันที เหมาะสม โดยตรวจสอบ
ฤทธิ  ต้านอนุมูลอิสระของแต่ละแฟรคชันที เก็บ  ทั  งนี  แฟรคชันที  เหมาะสมน่าจะอยู่ในส่วนต้น 
ประมาณแฟรคชนั 2-4  
5. เนื องจากสารสกดัเป็นผลิตภณัฑ์ธรรมชาติซึ  งมกัมีความแปรปรวนและความแตกต่างในเรื อง
องค์ประกอบทางเคมี  การควบคุมคุณภาพของสารสกดัจึงมีความสําคญัและจาํเป็นยิ ง ผลจากงานวจิยั
พบวา่ฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัเป็นผลจากสารออกฤทธิ  หลายชนิด เพราะยิ งพยายามทาํสาร
สกดัให้บริสุทธิ    ฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระยิ งลดลง  ดงันั น ในการควบคุมคุณภาพของสารสกดัควรใช้
ปริมาณของ catechin, epicatechin และ myricetin  เป็นดชันีควบคุมคุณภาพของสารสกดั โดยกระทาํ
เพิ มเติมจากการวดัปริมาณฟีนอลรวมและ procyanidin ของสารสกดั ทั งนี   เนื องจากทั งสามสารที ระบุ
เป็นสารประกอบฟีนอลลิกที พบในปริมาณสูง และพบทั งในสารสกดัก่อนทาํให้บริสุทธิ   และพบ
ในแฟรกชนัภายหลงัผา่นกระบวนการทาํใหบ้ริสุทธิ  ที ยงัคงมีฤทธิ  ตา้นอนุมูลอิสระสูง 
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ผลการหาปริมาณฟีนอลรวม และปริมาณ procyanidin ของสารสกัดเปลือกเมลด็มะขาม 
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 . การหาปริมาณฟีนอลรวมของสารสกัดเปลอืกเมลด็มะขาม  
  .  ค่าการดูดกลืนแสง (OD) ของ gallic acid ที เป็นสารมาตรฐาน และสารสกดัจาก
เปลือกเมล็ดมะขามเพื อทดสอบปริมาณฟีนอลรวม ดงัตาราง ก.  และภาพประกอบ ก.  
 
ตาราง ก.  ผลค่าการดูดกลืนแสง (OD) ของ gallic acid และสารสกดัเปลือกเมล็ดมะขาม 
สารมาตรฐาน ความเขม้ขน้ (ppm) 
OD 
ค่าเฉลี ย ± SD 
ซํ  าที  1 ซํ  าที  2 ซํ  าที 3 
gallic acid 0.0 0.018 0.010 0.011 0.013 ± 0.004 
 10.0 0.114 0.114 0.114 0.114 ± 0.000 
 20.0 0.261 0.268 0.264 0.264 ± 0.004 
 40.0 0.422 0.416 0.407 0.415 ± 0.008 
 60.0 0.608 0.611 0.617 0.612 ± 0.005 
 80.0 0.776 0.798 0.778 0.784 ± 0.012 
 100.0 1.025 1.009 0.998 1.011 ± 0.014 
MeOH+Ac 50.0 0.305 0.301 0.258 0.288 ± 26.680 
 50.0 0.267 0.295 0.294 0.285 ± 26.405 
 50.0 0.284 0.293 0.291 0.289 ± 26.818 
W+Ac 50.0 0.325 0.334 0.339 0.333 ± 31.285 
 50.0 0.333 0.352 0.335 0.340 ± 32.041 
 50.0 0.341 0.338 0.335 0.338 ± 31.835 
MeOH+Ac(แช่) 50.0 0.315 0.300 0.292 0.302 ± 28.158 
 50.0 0.315 0.308 0.298 0.307 ± 28.639 
 50.0 0.298 0.296 0.285 0.293 ± 27.196 
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ภาพประกอบ ก.  กราฟเส้นตรงของสารมาตรฐาน gallic acid 
 
  .  การคาํนวณปริมาณฟีนอลรวมของสารสกดัเปลือกเมล็ดมะขาม 
   ในการคาํนวณปริมาณฟีนอลรวม ของสารสกดัเปลือกเมล็ดมะขามความ
เขม้ขน้    g/ml  เทียบกบัสมการเส้นตรงของสารมาตรฐาน  gallic acid พบวา่เมื อนาํค่า OD 
ของสารสกดัไปคาํนวณในสมการเส้นตรง ในภาพประกอบ ก.  ไดป้ริมาณเทียบเท่ากบั gallic acid 
เท่ากบั   .   g/ml 
 
จากสมการ 
 พบวา่ในสารสกดั   ml จะมีปริมาณฟีนอลรวม เท่ากบั   .   g 
 แสดงวา่ในสารสกดั    g จะมีปริมาณฟีนอลรวมเท่ากบั   .   g 
 ถา้สารสกดั   .   g จะมีปริมาณฟีนอลรวมเท่ากบั 
   .  ×  .  
  
   =   .   g 
         
 ดงันั น ผงเปลือกเมล็ดมะขาม    g จะมีปริมาณฟีนอลรวมเท่ากบั  .   g 
            ถา้ผงเปลือกเมล็ดมะขาม   g จะมีปริมาณฟีนอลรวมเท่ากบั    .   mg 
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  . การหาปริมาณ procyanidin ของสารสกัดเปลือกเมล็ดมะขาม  
  .  ค่าการดูดกลืนแสง (OD) ของ catechin ที เป็นสารมาตรฐาน และสารสกดัจากเปลือก
เมล็ดมะขามเพื อทดสอบปริมาณ procyanidin  ดงัตาราง ก.  และภาพประกอบ ก.  
 
ตาราง ก.  ค่าการดูดกลืนแสง (OD) ของสารมาตรฐาน และสารสกดัเปลือกเมล็ดมะขาม 
สาร 
ความเขม้ขน้ของ
สาร(g) 
OD 
ค่าเฉลี ย ± SD 
ซํ  าที  1 ซํ  าที  2 ซํ  าที 3 
 catechin 0.0 0.000 0.000 0.000 0.000 ± 0.000 
 10.0 0.030 0.033 0.032 0.032 ± 0.002 
 20.0 0.082 0.081 0.081 0.081 ± 0.001 
 50.0 0.181 0.174 0.174 0.176 ± 0.004 
 100.0 0.278 0.247 0.291 0.272 ± 0.023 
MeOH+Ac 200.0 0.058 0.052 0.061 0.057 ± 0.005 
W+Ac 200.0 0.057 0.063 0.063 0.061 ± 0.003 
MeOH+Ac* 200.0 0.136 0.133 0.133 0.134 ± 0.002 
 
 
ภาพประกอบ ก.  กราฟเส้นตรงของสารมาตรฐาน cetechin 
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   .  การคาํนวณปริมาณ procyanidin ของสารสกดัเปลือกเมล็ดมะขาม 
  ในการคาํนวณปริมาณ procyanidin ของสารสกดัเปลือกเมล็ดมะขาม     g 
เทียบกบัสมการเส้นตรงของสารมาตรฐาน  catechin พบวา่เมื อนาํค่า OD ของสารสกดัไปคาํนวณ
ในสมการเส้นตรง ในภาพประกอบ ก.  สมมุติวา่ไดป้ริมาณเทียบเท่ากบั procyanidin เท่ากบั 
  .   g 
จากสมการ 
 พบวา่ในสารสกดั     g จะมีปริมาณ procyanidin เท่ากบั   .   g 
 ถา้สารสกดั   .   g จะมีปริมาณฟีนอลรวมเท่ากบั 
  .  ×  .  
   
     =     .   mg 
            
 ผงเปลือกเมล็ดมะขาม    g จะมีปริมาณ procyanidin เท่ากบั    .   mg             
ดงันั น    ผงเปลือกเมล็ดมะขาม   g จะมีปริมาณ procyanidin เท่ากบั   .   mg 
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     ภาคผนวก ข 
 กราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลลกิ ด้วยเครื อง HPLC 
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 การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลลกิ ในสารสกดัจากเปลือกเมลด็มะขาม ด้วยเครือง 
HPLC  
  พืนทีใตพ้ีคในแต่ละความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน ความสัมพนัธ์ระหวา่งพืนทีใต้
พีคกบัความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน ดงันี  catechin epicatechin, rutin, quercetin, 
procyanidin B1, procyanidin B2, keampferol, naringenin, myricitin, resveratol, 
ascorbic acid, gallic acid, vanilic acid และ lactic acid เป็นตน้ ดงัภาพประกอบที ค.(-ค.(* 
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ภาพประกอบที ข., กราฟมาตรฐานของ epicatechin 
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ภาพประกอบที ข.. กราฟมาตรฐานของ rutin 
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ภาพประกอบที ข.*  กราฟมาตรฐานของ quercetin 
 
y = 1667.5x + 31041
R2 = 0.9941
0
50000
100000
150000
200000
250000
300000
350000
400000
0 50 100 150 200 250
ความเขม้ขน้ของ procyanidin B1 (ug/ml)
pe
ak
 
ar
ea
 
(A
.
U.
)
 
ภาพประกอบที ข./ กราฟมาตรฐานของ procyanidin B1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
87 
 
y = 2039.3x + 11656
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ภาพประกอบที ข.1 กราฟมาตรฐานของ procyanidin B2 
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ภาพประกอบที ข.2 กราฟมาตรฐานของ keamperol 
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ภาพประกอบที ข.3 กราฟมาตรฐานของ naringenin 
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ภาพประกอบที ข.4 กราฟมาตรฐานของ myricetin 
 
 
ภาพประกอบที ข.(5 โครมาโตรแกรมของสารมาตรฐานในกลุ่มฟลาโวนอยด์ เมือ 
หมายเลข ( คือ catechin หมายเลข , คือ procyanidin B1 
หมายเลข . คือ naringenin และหมายเลข 4 คือ keamferol 
 
1 
2 
3 
4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
89 
 
 
ภาพประกอบที ข.(( โครมาโตรแกรมของสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขามดว้ยอะซิโตนกบั 
เมธานอล (แช่) 
 
 
ภาพประกอบที ข.(, โครมาโตรแกรมของสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขาม (F1) 
 
ภาพประกอบที ข.(. โครมาโตรแกรมของสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขาม (F2) 
catechin 
 
Procyanidin B1 
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ภาพประกอบที ข.(* โครมาโตรแกรมของสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขาม (F5) 
 
 
 ภาพประกอบที ข.(/ โครมาโตรแกรมของสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขาม (F6) 
 
 
 
catechin 
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  วธีิการคํานวณการหาปริมาณสารประกอบฟีนอลลกิทีพบ ในสารสกดัจากเปลอืก
เมลด็มะขาม ด้วย HPLC 
  ในการคาํนวณปริมาณ catechin ของสารสกดัจากเปลือกเมล็ดมะขาม (EtOH) 
ทราบพืนทีใตพ้ีคของสารสกดั นาํไปคาํนวณหาความเขม้ขน้ดว้ยการเทียบกบักราฟมาตรฐาน เช่น 
สมมุติเมือเทียบกบักราฟมาตรฐานทราบวา่ สารสกดัมีความเขม้ขน้เท่ากบั /5 µg/ml  
 แสดงวา่ในสารสกดั ( ml มีปริมาณ catechin   =  /5 µg 
 ถา้ในตวัอยา่ง  / ml   มีปริมาณ catechin        = /5 x / µg 
        =  ,/5 µg 
 ดงันัน ในสารสกดั 5.5/5 g  มีปริมาณ catechin   = ,/5 µg 
 ถา้ในสารสกดั . g มีปริมาณ catechin   =  x . /. 
        = . g 
 จาก สารตวัอยา่ง (ผงมะขาม)  /5 g มีปริมาณ catechin  = . g 
 ถา้ในสารตวัอยา่ง ( g มีปริมาณ catechin    =  5.(/2 x (//5   mg 
        = ..(*  mg 
 
 
 
 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      
ประวตัิผู้วจิัย 
 
ดร. เบญ็จมาศ จิตรสมบูรณ์ จบการศึกษาปริญญาตรีสาขาวชิาวทิยาศาสตร์ทั วไป (เคมี-
ชีววิทยา) คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  (พ.ศ. 2516-2520)  ไดรั้บทุนการศึกษา
กรรมการขา้ราชการพลเรือน ไปศึกษาต่อระดบัปริญญาโทสาขาวิชา  Environmental Health ที  
University of Michigan ในประเทศสหรัฐอเมริกา (พ.ศ. 2521-2523) และทุนเล่าเรียนดีระดบัปริญญา
เอกสาขาวชิา Toxicology ของมหาวิทยาลยั Utah State University ในประเทศสหรัฐอเมริกา (พ.ศ. 
2525-2529) ปัจจุบนัดาํรงตาํแหน่งผูช่้วยศาสตราจารย ์ สาขาวิชาเภสัชวิทยา สาํนกัวิชาวทิยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี ในดา้นวิชาการและงานวิจยั ดร. เบ็ญจมาศ ทาํงานเกี ยวขอ้งกบั
สมุนไพรที มีฤทธิ  ต่อระบบภูมิคุม้กนั ตา้นอนุมูลอิสระ ตา้นการอกัเสบ ตา้นมะเร็ง และการก่อกลาย
พนัธ์ุ  
 
ศาสตราจารยเ์กียรติคุณ ดร. ไมตรี สุทธจิตต ์ จบการศึกษาปริญญาตรีสาขาวชิาวทิยาศาสตร์  
(เคมี) คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  (พ.ศ. 2500-2505) และปริญญาตรี (เกียรตินิยม) 
สาขาวิชาวิทยาศาสตร์การแพทย ์ (ชีวเคมี) มหาวิทยาลยัแพทยศาสตร์ (พ.ศ. 2506-2508) เขา้บรรจุเป็น
อาจารยท์ี ภาควิชาชีวเคมี  คณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ ต่อมาไดรั้บทุนการศึกษารัฐบาล
ไทย –สหรัฐอเมริกาไปศึกษาต่อที  University of  New York at Buffalo ประเทศสหรัฐอเมริกา (พ.ศ 
2513-2517) ไดรั้บปริญญาเอกสาขาวชิาชีวเคมี กลบัมาปฏิบติังานสอนที ภาควิชาชีวเคมี มหาวทิยาลยั 
เชียงใหม ่จนปลดเกษียณ (พ.ศ. 2542)  หลงัจากนั น ไดรั้บเชิญให้เป็นผูท้รงคุณวุฒิและอาจารยพ์ิเศษที 
มหาวิทยาลมัหาสารคาม มหาวทิยาลยันเรศวร วิทยาเขตพะเยา และมหาวิทยาลยัราชภฏัเชียงราย ศ. 
ดร. ไมตรีทาํงานวจิยัในดา้นอาหารสุขภาพ สารในพืชผกั สมุนไพรและผลิตภณัฑธ์รรมชาติ เช่น สาร
ตา้นอนุมูลอิสระ สารตา้นมะเร็ง สารพิษในสิ งแวดลอ้ม สารก่อมะเร็ง สารพรีโอติก นํ าหมกัชีวภาพ
โพรไบโอติก และไดพ้ฒันาวิธีการตรวจวดัของสารแอฟฟล่าทอกซิน  
 
ดร. ปิยะเนตร จนัทร์ถิระติกุล จบการศึกษาระดบัปริญญาตรี (พ.ศ. 2536) และ ปริญญาโท 
(พ.ศ. 2539) ใน สาขาวชิาเคมี มหาวิทยาลยัเชียงใหม่  ไดรั้บปริญญาเอกในสาขาวชิาเคมีวิเคราะห์ 
(พ.ศ. 2547) จาก Okayama University ประเทศญี ปุ่ น โดยไดรั้บทุน Monbukagakusho จากรัฐบาล
ประเทศญี ปุ่ น ปัจจุบนั ดร. ปิยะเนตร ดาํรงตาํแหน่งเป็นผูช่้วยศาสตราจารยท์ี ภาควชิาเคมี คณะ
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วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัมหาสารคาม  ในดา้นวชิาการและงานวิจยั ดร. ปิยะเนตรทาํงานวิจยัดา้น 
atomic spectroscopy  flow based analysis และ environmental chemistry  
ดร. สุจินต ์องักุราวิรุทธ์ จบการศึกษาปริญญาตรีสาขาวชิาเคมี จากมหาวทิยาลยัรามคาํแหง 
(เกียรตินิยม) พ.ศ. 2520  ปริญญาโท สาขาวชิาชีวเคมี จากมหาวทิยาลยัมหิดลในปี พ.ศ. 2523 และจบ
การศึกษาระดบัปริญญาเอกสาขาวชิาเทคโนโลยชีีวภาพ ที  King’s College, University of London 
ประเทศองักฤษในปี พ.ศ. 2540  และในปีเดียวกนั ไดรั้บรางวลัผลการศึกษายอดเยี ยมขั นวิทยาศาสตร
บณัฑิตจากมูลนิธิศาสตราจารย ์ดร. เเถบ นีละนิธิ ในปัจจุบนั ดร. สุจินต ์ดาํรงตาํแหน่งหวัหนา้
ภาควชิาเคมี คณะวทิยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัมหาสารคาม 
ดร. ประไพรัตน์ สีพลไกร จบการศึกษาระดบัปริญญาตรี (เกียรตินิยม) ในสาขาวชิาเคมี 
มหาวิทยาลยัมหาสารคาม  (พ.ศ. 2537-2541) และจบปริญญาเอกในสาขาวชิาเคมีอินทรีย ์(พ.ศ. 2541-
2547) จากมหาวทิยาลยัมหิดล ปัจจุบนั ดร. ประไพรัตน์ ดาํรงตาํแหน่งผูช่้วยศาสตราจารยใ์นภาควชิา
เคมี คณะวทิยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัมหาสารคาม  ในดา้นวชิาการและงานวิจยั  ดร. ไพรัตน์ทาํงานวิจยั
เกี ยวกบัเคมีของผลิตภณัฑ์ธรรมชาติ โดยเฉพาะการสกดัและการทาํให้บริสุทธิ  ของสารออกฤทธิ  จาก
ผลิตภณัฑพ์ืชสมุนไพร และผลิตภณัฑ์จากจุลินทรียต่์าง ๆ 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
